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Resumen 

La leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por al menos 20 

especies del género Leishmania. Esta enfermedad es esencialmente una 

enfermedad zoonótica, trasmitida por flebótomos del género Lutzomya en 

América, y del género Phlebotomus en África, Asia y Europa. La leishmaniasis 

cutánea, causada por L. major y L. braziliensis, se caracteriza por la aparición de 

una o varias úlceras en el sitio de la picadura. Aunque estas lesiones 

habitualmente curan espontáneamente causan cicatrices y desfiguraciones que 

provocan una estigmatización social y problemas psicológicos. Sin embargo, la 

leishmaniasis visceral, causada por L. donovani y L. infantum, se caracteriza por 

hepatoesplenomegalia, fiebre, pérdida de peso y pancitopenia. La LV en 

ausencia de tratamiento resulta fatal, se estima que causa la muerte de entre 

20.000 y 40.000 personas al año.  

Los fármacos en los que se basa el tratamiento de la leishmaniasis poseen 

graves limitaciones; son inseguros, ineficaces en determinadas zonas 

geográficas por la aparición de resistencias y dependen mayoritariamente de la 

administración parenteral; lo que dificulta la adherencia al tratamiento y obliga a 

la hospitalización del paciente. Aunque el desarrollo de nuevos fármacos activos 

frente a Leishmania spp. ha tenido un importante impulso en los últimos años, 

gracias al desarrollo de nuevas tecnologías de bioimagen y a la incorporación de 

parásitos transgénicos, la baja predictibilidad de los métodos empleados en los 

cribados in vitro ha provocado que el porcentaje de compuestos descubiertos 

sea inferior al esperado. 

El reposicionamiento de fármacos es una estrategia bien establecida en el 

descubrimiento y desarrollo de medicamentos, cuyo objetivo es encontrar un 

nuevo uso a un fármaco ya aprobado por las agencias reguladoras y reducir así 

el tiempo y el coste necesarios para su comercialización. En una enfermedad 

desatendida como la leishmaniasis, en la que no solo se necesitan urgentemente 

nuevos tratamientos, sino que estos deben ser asequibles, el reposicionamiento 

de fármacos es una aproximación muy apropiada de hecho, el 62,5% de los 

fármacos actuales, como por ejemplo la anfotericina B, la miltefosina y la 

pentamidina fueron inicialmente utilizados como agentes antifúngicos, 

anticancerígenos y antimicrobianos, respectivamente. 

Con el objetivo de acelerar el descubrimiento de nuevos fármacos frente a este 

parásito hemos desarrollado una estrategia alternativa basada en: I) el cribado 
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fenotípico de compuestos en un sistema que utiliza explantes esplénicos de 

ratones infectados y II) la evaluación de la eficacia in vivo de los compuestos 

seleccionados en un modelo murino de leishmaniasis cutánea y mediante 

imagen en tiempo real en un modelo murino de leishmaniasis visceral. 

Llevamos a cabo el cribado ex vivo de 1769 compuestos, procedentes de dos 

librerías de compuestos aprobados mayoritariamente por la EMA y la FDA (Anti-

Infection Compound Library (MedChemExpress) y Prestwick Chemical Library), 

en explantes esplénicos de ratones Balb/c infectados con L. infantum. Tras dos 

rondas selectivas a 10 y 1 µM, se identificaron compuestos que habían pasado 

desapercibidos para otros autores que llevaron a cabo el cribado en macrófagos 

infectados in vitro. El explante, a diferencia de estas infecciones in vitro, es un 

modelo más próximo a la infección natural y permite identificar los compuestos 

con actividad frente a Leishmania spp. dentro del ambiente inmunopatológico de 

un hospedador infectado durante semanas por el parásito. 

Una de las ventajas de seguir la estrategia del reposicionamiento de fármacos 

es que disponemos de los perfiles farmacocinéticos de la mayoría de los 

compuestos testados por lo que fácil y rápidamente pudimos salvar la brecha 

entre los ensayos in vitro y los ensayos in vivo y evaluar aquellos compuestos 

con un buen índice selectivo y propiedades farmacocinéticas adecuadas en 

modelo de leishmaniasis visceral crónica desarrollado previamente: salinomicina, 

docetaxel, paclitaxel y nifuratel. 

Nuestro modelo de leishmaniasis visceral crónica se basa en la infección de 

ratones Balb/c con altas dosis de promastigotes estacionarios de la cepa L. 

donovani (MHOM/ET/67/HU3), modificada genéticamente para que exprese la 

luciferasa PpyRE9h y que tras la administración del sustrato (D-luciferina) emitan 

luz. El sistema de imagen in vivo que hemos desarrollado nos ha permitido 

evaluar longitudinalmente, en tiempo real y sin necesidad de sacrificar a los 

animales, la fase aguda y crónica de la leishmaniasis visceral e identificar el timo 

como un órgano diana de las infecciones por L. donovani. La infección del timo 

por L. donovani se observó desde el inicio y permaneció estable a los tiempos 

estudiados. Los amastigotes de L. donovani fueron localizados en la médula del 

timo, como cabría esperar ya que la corteza del timo está aislada de la circulación 

sanguínea por la barrera hematotímica. 

Además, dado que la bioluminiscencia in vivo detectada en las regiones de 

interés se correlacionó con la carga parasitaria cuantificada por qPCR, nos 
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permitió evaluar la actividad leishmanicida in vivo de los cuatro compuestos 

seleccionados. El tratamiento con salinomicina, docetaxel y paclitaxel no redujo 

significativamente la señal bioluminiscente. Sin embargo, la administración por 

vía oral de 50 mg/kg de nifuratel dos veces al día durante 10 días consiguió 

eliminar casi el 90% de la carga parasitaria en el bazo, el 97% en timo y casi un 

70% en hígado. En cuanto al tratamiento con nifuratel de la leishmaniasis 

cutánea, su administración intralesional produjo la cura parasitológica, tanto en 

el sitio de la lesión como en el ganglio que la drena, apuntando a la baja 

biodisponibilidad del nifuratel en el hígado y en el bazo como la causa de la no 

erradicación del parásito en estos órganos. 

Ante los múltiples fracasos en el desarrollo de fármacos frente a esta enfermedad, 

otra aproximación que se ha planteado es encapsular aquellos fármacos con 

baja biodisponibilidad o efectos secundarios en nanopartículas, con el fin de 

solventar sus limitaciones e incrementar su eficacia y seguridad in vivo.  

Aunque existen muchos tipos de nanopartículas, nosotros proponemos 

aprovecharnos del hecho de que la infección por Leishmania spp. promueve la 

polarización de los macrófagos al fenotipo M2, caracterizado por la 

sobreexpresión del receptor de manosa (CD206) y dirigir la nanopartícula 

específicamente a los macrófagos infectados decorando su superficie con 

moléculas de manosa. Los resultados obtenidos in vitro demuestran que 

efectivamente, esta nanopartícula es endocitada preferentemente por los 

macrófagos infectados y que es capaz de llegar hasta el amastigote, liberar el 

fármaco y eliminar al parásito.
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Género Leishmania 

El género Leishmania pertenece a la familia Trypanosomatidae, clase 

Kinetoplastea. Los kinetoplástidos, a diferencia del resto de organismos, albergan 

su ADN mitocondrial en una región especializada de este orgánulo, denominada 

kinetoplasto. El ADN del kinetoplasto (kADN) se dispone en una única cadena, 

compuesta por moléculas circulares de ADN entrelazadas. Estos anillos de ADN se 

dividen atendiendo a su tamaño en maxicírculos (20-40 Kilobases) y minicírculos 

(0,5-10 Kilobases) (Figura 1). Los maxicírculos, presentes en pocas copias, 

codifican rRNAs y proteínas de la cadena respiratoria. Mientras que, los 

minicírculos están presentes en numerosas copias y codifican RNAs guía, que 

participan en el proceso de edición del ADN 1- 3. 

Figura 1. Micrografía electrónica del kADN de un miembro de la clase Kinetoplastea. Flecha 
(→) indica un minicírculo; punta de flecha (►) señala parte de un maxicírculo. Imagen tomada de la 
referencia 3. 

En el ciclo de vida de Leishmania spp. participan como hospedador definitivo un 

mamífero y como vector de trasmisión una hembra de flebótomo del género 

Lutzomya en América, y del género Phlebotomus en África, Asia y Europa 4,5. La 

hembra de flebótomo necesita ingerir sangre para completar correctamente la 

formación de sus huevos 6,7. Al alimentarse de un mamífero infectado succiona, 

junto con ella, la forma intracelular del parásito o amastigote (Figura 2(8)). Los 

amastigotes se localizan en el interior de las células fagocíticas, mayoritariamente 

macrófagos, y son liberados por el flebótomo al dañar la piel del hospedador 

durante la toma de sangre 8. 
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Una vez en el intestino medio de la mosca, los amastigotes se diferencian en la 

forma extracelular del parásito o promastigote. Inicialmente, se transforman en 

promastigotes procíclicos de forma ovalada y flagelo corto (Figura 2(9)). En el 

subgénero Leishmania, los promastigotes procíclicos se encuentran en el intestino 

medio, en cambio en el subgénero Viannia se localizan mayoritariamente en el 

intestino posterior. Tras replicarse, los promastigotes procíclicos se diferencian en 

nectomonas, de forma esbelta y flagelo largo (Figura 2(10)). Los nectomonas 

migran desde el intestino medio hasta la válvula estomoidal. Algunos de ellos, se 

adhieren a las microvellosidades del intestino para evitar su expulsión durante la 

defecación, y favorecer así el establecimiento de la infección. En la válvula 

estomoidal, los promastigotes nectomonas se transforman en leptomonas (Figura 

2(11)), de cuerpo ancho y flagelo corto, que finalmente se replican y diferencian en 

promastigotes metacíclicos (Figura 2 (12)) 5, 8-10. 

Los promastigotes metacíclicos son la forma infectiva del parásito y se caracterizan 

por ser de pequeño tamaño y poseer un flagelo muy largo 11,12. Si la mosca ingiere 

sangre por segunda vez, los promastigotes metacíclicos se desdiferencian en una 

forma semejante a los leptomonas denominada retroleptomona. Durante esta 

desdiferenciación el flagelo del promastigote se acorta significativamente y el 

tamaño de su cuerpo se duplica (Figura 2(13)). A diferencia de los promastigotes 

metacíclicos, los retroleptomonas son poco móviles y se dividen rápidamente antes 

de rediferenciarse a la forma infectiva. Provocando así un incremento en el número 

de promastigotes trasmitidos, lo cual aumenta el número de casos, pero no 

necesariamente su severidad 5,13. 

Por último, se han descubierto otras dos formas de promastigotes: los haptomonas 

y los paramastigotes. Los haptomonas, con forma de hoja y flagelo corto, se 

adhieren al revestimiento cuticular de la válvula estomodeal. Se han descrito como 

una forma altruista que favorece la trasmisión del parásito, al alterar la alimentación 

de la mosca obstruyendo su esófago. Sin embargo, los paramastigotes, son 

redondeados y se adhieren al revestimiento cuticular del intestino anterior. Su papel 

en el ciclo del protozoo se desconoce 9, 14. 

Durante la ingesta de sangre, la hembra del flebótomo infectada inocula los 

promastigotes metacíclicos al mamífero, junto con su saliva (Figura 2(1)). La saliva 

favorece la supervivencia de los pocos parásitos inoculados (entre 10 y 100 por 

picadura). Posiblemente, la saliva inhibe la activación de macrófagos mediada por 

IFN-γ y su consiguiente producción de óxido nítrico, principal mecanismo de 
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eliminación del parásito. Además, contiene compuestos anticoagulantes y 

vasodilatadores que aumentan el tamaño de la lesión 10, 15. 

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. 1. Infección del huésped por la inoculación de 
promastigotes metacíclicos durante la ingesta de sangre del flebótomo. 2. Reclutamiento de 
neutrófilos. 3. Infección de macrófagos. 4. Diferenciación a la forma amastigote. 5. Replicación del 
amastigote por fisión binaria. 6. Los amastigotes abandonan la célula hospedadora. 7. Infección de 
nuevas células. 8. Ingestión de parásitos y células infectadas por los flebótomos. 9. Diferenciación 
de los amastigotes en promastigotes procíclicos dentro del tracto digestivo del flebótomo. 10. 
Diferenciación en nectomonas. 11. Diferenciación en leptomonas. 12. Diferenciación a 
promastigotes metacíclicos. 13. Diferenciación cíclica entre metacíclicos y retroleptomonas. Imagen 
tomada de la referencia 16. 

Los promastigotes metacíclicos infectan a las células fagocíticas, esencialmente 

macrófagos (infección directa) y neutrófilos (Figura 2(2)). Los macrófagos 
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posteriormente fagocitan tanto a los neutrófilos infectados (modelo del caballo de 

troya) cómo a los parásitos liberados por los neutrófilos apoptóticos (infección 

silenciosa) (Figura 2(3)). En el macrófago, el parásito reside en fagosomas que tras 

fusionarse con lisosomas secundarios dan lugar al fagolisosoma o vacuola 

parasitófora. La vacuola parasitófora es un compartimento acido (pH=5) rico en 

péptidos microbicidas y enzimas hidrolíticas. Estas condiciones adversas 

desencadenan la transformación del promastigote a amastigote, el cual sí es capaz 

de sobrevivir en este ambiente hostil (Figura 2(4)). El amastigote es pequeño, 

ovalado e inmóvil y tras replicarse por fisión binaria (Figura 2(5)), abandona la célula 

(Figura 2(6)). para reinfectar a nuevos macrófagos y células dendríticas (Figura 2(7)) 
7,15,17. 

El mecanismo por el que los amastigotes abandonan el macrófago no está claro. 

La opinión más aceptada es que el macrófago infectado estalla liberando los 

amastigotes. Sin embargo, datos obtenidos por microscopía sugieren que las 

vacuolas, que contienen al parásito, son acumuladas en la periferia de las células 

y liberadas mediante un proceso semejante al de exocitosis 17. 

Dependiendo de la especie, las células dendríticas y los macrófagos infectados 

migran desde el sitio de infección, a los ganglios linfáticos de la piel o al hígado, 

bazo y médula ósea, causando las distintas enfermedades agrupadas bajo el 

término leishmaniasis 4,16,18,19. 

Leishmaniasis 

La leishmaniasis o leishmaniosis son un grupo de enfermedades causadas por al 

menos 20 especies del género Leishmania. Excepto en el caso de Leishmania 

donovani y Leishmania tropica cuyo reservorio principal es el ser humano, la 

leishmaniasis es esencialmente una enfermedad zoonótica en la que los perros y 

los roedores actúan como reservorios principales 20-22. 

Actualmente, está enfermedad continua su expansión y es endémica en 97 países, 

de acuerdo con el último informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 20. 

En los últimos años, la urbanización y la deforestación han creado un ambiente 

óptimo para la supervivencia del vector. Favoreciendo el establecimiento de ciclos 

de trasmisión urbanos y domésticos que, junto con la existencia de conflictos 

armados, la migración y otros factores sociales (escasos ingresos y bajo nivel 

educativo), son factores de riesgo 4,20,23. 
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La leishmaniasis ocupa el segundo lugar en mortalidad y el séptimo en pérdida de 

años de vida ajustados por discapacidad (AVAD) entre las enfermedades tropicales 

olvidadas. Sin embargo, es ignorada incluso dentro de su área. Esta relegación se 

debe fundamentalmente a su compleja epidemiologia y ecología, junto a la escasez 

y subestimación de los datos de incidencia actual, dada su localización en zonas 

geográficas con sistemas sanitarios débiles 24-26. 

Las cuatro principales manifestaciones clínicas son leishmaniasis cutánea, 

leishmaniasis mucocutánea, leishmaniasis visceral y leishmaniasis dérmica 

postkala-azar 20. 

Leishmaniasis cutánea 

La leishmaniasis cutánea (LC) es causada por aquellas especies de Leishmania 

que infectan a macrófagos localizados en la piel y en los ganglios linfáticos 

adyacentes. En América estas especies son L. amazonensis, L. mexicana, L. 

guayanensis, L. panamensis y L. braziliensis mientras que en Europa Asia y África 

está enfermedad es causada por L. major, L. tropica y L. aethiopica 27,28. 

Aunque la LC es endémica en 88 países, las regiones del Mediterráneo Oriental 

(74%) y de América (18%) declaran más del 90% de los nuevos casos (Figura 3). 

En 2018, se informaron oficialmente más de 250.000 nuevos casos de LC, 

siguiendo la tendencia ascendente de los últimos años 20. Sin embargo, basándose 

en estudios que han calculado la diferencia entre los casos detectados y los 

declarados en Argentina, y en Guatemala y Jordania, se estimó que al año se 

producen entre 0,7 y 1,2 millones de nuevos casos 26. 

La leishmaniasis cutánea generalmente cura de forma espontánea, pero causa 

cicatrices y desfiguraciones que provocan una estigmatización social y problemas 

psicológicos 27,28. 

La LC se presenta como una o varias lesiones en el sitio de la picadura, localizado 

normalmente en zonas no cubiertas del cuerpo como la cara, los antebrazos y la 

parte baja de las piernas. Las lesiones múltiples suelen corresponderse con 

diferentes picaduras, aunque en ocasiones pueden deberse a la propagación 

linfática del parásito. Inicialmente las lesiones son pápulas que aumentan de 

tamaño durante semanas o meses hasta convertirse en nódulos. Meses después, 

estos nódulos se transforman en úlceras o incluso en placas hiperqueratósicas en 

el caso de las especies presentes en África, Asia y Europa (Figura 4).  
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Figura 3. Situación de endemicidad de la leishmaniasis cutánea (LC) en el 2018 en el mundo. 
Imagen modificada de la referencia 20. 

Las lesiones causadas por L. major, L. tropica y L. mexicana curan 

espontáneamente en el plazo de un año, dejando cicatrices permanentes. Sin 

embargo, las lesiones debidas a la infección por L. braziliensis L. guayanensis y L 

panamensis (todas ellas del subgénero Viannia) son más graves y requieren de 

varios años para cicatrizar pudiendo originar una leishmaniasis mucocutánea 27,28. 

Figura 4. Evolución de la lesión en un paciente con leishmaniasis cutánea contraída en 
Bolivia. Imagen tomada de la referencia 27. 

Existen tres variantes de la leishmaniasis cutánea relacionadas con la respuesta 

inmunitaria del hospedador: leishmaniasis cutánea difusa, leishmaniasis cutánea 

diseminada y leishmaniasis recidivans 27,28. 

La leishmaniasis cutánea difusa cura de forma espontánea y es causada por L. 

amazonensis, L. aethiopica y L. mexicana. Se caracteriza por la aparición 
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generalizada de múltiples lesiones nodulares semejantes a las observadas en la 

lepra lepromatosa. Estos nódulos no son ulcerosos ni sensibles al tacto y a menudo 

aparecen alejados del lugar de la picadura 27,28. 

La leishmaniasis cutánea diseminada sucede en América del Sur y se define por la 

aparición de más de diez lesiones nodulares y ulcerosas localizadas en dos o más 

partes del cuerpo. Además, es frecuente la afectación de las mucosas. La 

inmunosupresión es un factor de riesgo tanto para leishmaniasis cutánea difusa 

como para la diseminada 27. 

Por último, la leishmaniasis recidivans sucede tras la cicatrización de las lesiones 

causadas por L. tropica, incluso décadas después de la infección inicial. Las nuevas 

lesiones rodean la antigua cicatriz y puede expandirse progresivamente 28. 

La LC puede tratarse de forma sistémica o local dependiendo de la característica 

de la lesión, la especie etiológica y el riesgo inminente de progresar a enfermedad 

mucocutánea. El tratamiento sistémico recomendado por la OMS es la 

administración de antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/día por vía intramuscular 

o intravenosa) durante 10-20 días, dependiendo de la especie. El tratamiento local 

recomendado es una pomada de 15% de paromomicina/12% de cloruro de 

metilbencetonio dos veces al día durante 20 días. En el caso de las especies L. 

major, L. tropica, L. aethiopica y L. infatum también se recomienda el uso de 

antimoniales intralesionales (1-5 ml por sesión) cada 3-7 días (1-5 sesiones) 29. 

Además, existen terapias locales físicas, como la termoterapia y la crioterapia, que 

poseen altas tasas de éxito. Estas terapias pueden ser de gran utilidad para los 

pacientes a los que se les restringe los tratamientos anteriores, como por ejemplo 

en mujeres embarazadas, así como en infecciones resistentes a fármacos 21, 30. La 

termoterapia consiste en destruir directamente los parásitos al aplicar calor en los 

tejidos infectados con un láser de CO2. Aunque, requiere la administración de 

anestesia local, la aplicación directa de calor favorece la cicatrización de las 

lesiones 29,30. La crioterapia utiliza nitrógeno líquido (a-195ºC) y causa la muerte del 

protozoo al provocar la formación de hielo en su interior. Sus principales efectos 

secundarios son edema y eritema en el sitio de aplicación, e hiper o 

hipopigmentación 29,30. 
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Leishmaniasis mucocutánea 

La leishmaniasis mucocutánea (LMC) es causada por la expansión de 

determinadas especies de Leishmania (L. braziliensis L. guayanensis y L 

panamensis) desde las capas superficiales de la piel al tejido mucocutáneo 

subyacente. El 10% de las personas infectadas por L. braziliensis desarrollan LMC, 

incluso años después de la resolución de la primera lesión. La mayoría de los casos 

se localizan en América del Sur, especialmente en Brasil y Perú. Se caracteriza por 

la destrucción de las mucosas y el cartílago oro-nasofaríngeo, provocando 

desfiguraciones graves (Figura 5). Además, esta destrucción del tejido 

mucocutáneo dificulta la función respiratoria y la nutrición de la persona, pudiendo 

provocar su muerte por malnutrición o por neumonía por aspiración. También las 

personas que padecen LMC a menudo fallecen por infecciones secundarias 27,28. 

Figura 5. Lesiones causadas por leishmaniasis mucocutánea grave. En la parte izquierda de la 
figura, lesión que afecta a la fosa nasal derecha, al labio superior y al surco nasal. En la parte 
derecha de la figura, lesión que afecta a la úvula y al paladar blando adyacente. Imagen tomada de 
la referencia 27. 

Aunque, la LMC normalmente no responde al tratamiento, la OMS recomienda el 

uso de antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/día por vía intramuscular o 

intravenosa) durante 30 días 29. 

Leishmaniasis visceral 

La leishmaniasis visceral (LV) es causada por L. donovani, en Asia y África, y por 

L. infantum, en la cuenca mediterránea y América. Estas dos especies de 

Leishmania infectan a las células dendríticas y a los macrófagos localizados en el 

sistema reticuloendotelial, principalmente en el hígado, el bazo y la médula ósea. 

Aunque tradicionalmente se ha clasificado a la especie L. tropica como agente 
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causante de LC, casos de LV debidos a cepas de L. tropica viscerotropicas han 

sido documentados 27,28. 

A pesar de que la LV es endémica en 78 países, la región del Este de África (45%), 

el subcontinente indio (28%) y Brasil (20%) reportan más del 90% de los nuevos 

casos (Figura 6). Desde el 2011 el número de casos reportados de LV ha 

disminuido paulatinamente. Esta disminución se debe al programa de eliminación 

instaurado por la OMS en el sudeste asiático, que ha promovido una reducción en 

el número de casos declarados por esta región 20. Sin embargo, Alvar et al. 

estimaron que al año suceden entre 200.000 y 400.000 casos nuevos de LV. 

Apoyándose en dos estudios que concluyeron que el número real de casos frente 

al número reportado era entre 4,2 y 8,1 veces mayor en la India y aproximadamente 

1,8 veces superior en Brasil 26. 

Figura 6. Situación de endemicidad de la leishmaniasis visceral (LV) en el 2018 en el mundo. 
Imagen modificada de la referencia 20. 

La LV resulta fatal en más del 95% de los casos si no se trata. A diferencia del 

número de casos, la tasa de fatalidad de la LV se ha incrementado levemente en 

los últimos 4 años, desde el 2,1% al 3,3 % de media, alcanzando sus máximos en 

países como Brasil con un 10.6% y Paraguay con un 26,3% 20. Sin embargo, la tasa 

de fatalidad real de la LV es mucho mayor, ya que una gran parte de las muertes 

ocurre fuera de los hospitales, y no son reconocidas. Empleando una tasa de 
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fatalidad global del 10% y asumiendo que prácticamente todas las muertes son por 

LV, Alvar et al. estimaron que al año fallecen entre 20.000 y 40.000 personas por 

leishmaniasis 26. 

La LV puede aparecer de forma aguda o años más tarde tras un episodio de 

inmunodepresión. Los síntomas característicos de la LV son hepatoesplenomegalia 

y fiebre persistente e irregular. Además, es común que los pacientes padezcan 

hipergammaglobulinemia, pérdida de peso y pancitopenia, especialmente en las 

fases avanzadas de la enfermedad. La pancitopenia e inmunosupresión, causadas 

por la proliferación del parásito en la médula ósea, aumentan el riesgo de sufrir 

infecciones secundarias que junto con la anemia pueden conducir a la muerte del 

paciente 27,28. 

Otro síntoma menos frecuente de la LV y que origina su nombre hindi: kala-azar 

(significa “fiebre negra”) es la hiperpigmentación de la piel. Esta hiperpigmentación 

de la piel se debe a un aumento de la producción de hormona adrenocorticotropa 

(ACTH), inducido por citoquinas 27, 28. 

La coinfección con el VIH es uno de los principales retos en el control de la LV 

porque no solo aumenta el riesgo de padecerla en varios cientos de veces, sino 

que las formas desarrolladas, por las personas coinfectadas, son más severas y 

difíciles de tratar 20,28. 

El tratamiento para LV recomendado por la OMS depende del agente causal y del 

área geográfica. La LV causada por L. infantum en la cuenca del Mediterráneo, 

oriente medio y Asia central debe tratarse con Ambisome® como fármaco de 

primera elección (3-5 mg/kg/día por vía intravenosa durante 3-6 días hasta un total 

de 18-21 mg/kg). Como segunda elección con antimoniales pentavalentes (20 

mg/Kg/día por vía intramuscular o intravenosa) durante 28 días o como tercera 

elección con anfotericina B desoxicolato (0,75-1.0 mg/kg/día por vía intravenosa, 

diariamente o en días alternativos durante 20-30 dosis, con una dosis total de 2-3 

g). El tratamiento de la LV causada por L. donovani en África consiste en 

antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/día por vía intramuscular o intravenosa) 

junto con paromomicina (15 mg/Kg/día por vía intramuscular), durante 17 días. Sin 

embargo, la aparición de resistencias en el subcontinente indio ha reemplazado los 

antimoniales como fármaco de primera elección por el uso de anfotericina B 

liposomal en dosis repetidas (3-5 mg/Kg/día por infusión administrada en un 

período de 3 a 5 días, con una dosis total de 15 mg /kg) o en dosis única (10 mg/kg 
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por infusión) 29,31-33. Con el fin de evitar el desarrollo temprano de resistencias 

también se utilizan combinaciones de una única dosis de Ambisome® con 

miltefosina durante 8 días o con paromomicina durante 11 días 34. 

Leishmaniasis dérmica postkala-azar 

La leishmanisis dérmica postkala-azar (LDPK) sucede tras el tratamiento de la LV 

causada por L. donovani. Actualmente no se comprende su patogenia por completo, 

pero está relacionada con una respuesta inmune exacerbada por parte del 

hospedador en contra de los parásitos residuales de la piel inducida por IFN-γ 27,28. 

En Asia, la LDPK ocurre en el 5-10% de los casos 2 o 3 años después de finalizar 

el tratamiento frente a la LV. Mientras que en África sucede hasta en el 50% de los 

casos, pero dentro del primer año tras el tratamiento 27. 

Figura 7. Lesiones causadas por leishmanisis dérmica postkala-azar (LDPK). En la parte 
izquierda de la figura, erupción maculopapular eritematosa en un niño. En la parte derecha de la 
figura, erupción macular hipopigmentada en un adulto. Imagen tomada de la referencia 27. 

La LDPK se caracteriza por la aparición de erupciones alrededor de la boca y el 

tronco que pueden extenderse gradualmente. En África, predomina la erupción 

maculopapular eritematosa, que cura espontáneamente en el 85% de los casos 

durante los 12 primeros meses. Sin embargo, en Asia prevalece la erupción 

macular hipopigmentada, que no cura de forma natural (Figura 7). Generalmente 

estas lesiones son problemas estéticos, pero es importante tratarlas porque pueden 

actuar como reservorios durante décadas 20, 27,28. 
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El tratamiento recomendado por la OMS para la LDPK es anfotericina B a una dosis 

de 1 mg/kg/ día entre 60-80 infusiones intravenosas durante 4 meses. En el 

subcontinente indio se recomienda una dosis más alta (50-100 mg) durante 3 

meses 31. 

Principales fármacos leishmanicidas en uso clínico 

Antimoniales Pentavalentes 

Los antimoniales pentavalentes han estado disponibles durante casi 70 décadas, y 

constituyen la primera línea de tratamiento frente a la leishmaniasis. Sus dos 

principales formulaciones son el antimoniato de meglumina (Glucantime ®) y el 

estibogluconato de sodio (Pentostam®) (Figura 8) 29, 35,36. 

A pesar de que el modo de acción de los antimoniales pentavalentes no ha sido 

establecido por completo, sus principales mecanismos de acción son: I) inhibir la 

glicolisis y la oxidación de los ácidos grasos, causando una disminución de ATP en 

el protozoo, II) inhibir a la Tripanotión reductasa, esencial en la defensa del parásito 

frente al estrés oxidativo y III) provocar la fragmentación del ADN del protozoo, 

induciendo así su muerte por un proceso semejante a la apoptosis 35,37-41. 

Figura 8. Estructura de los antimoniales pentavalentes en uso clínico. Imagen tomada de la 
referencia 22. 

Por último, los antimoniales pentavalentes también poseen un efecto 

inmunomodulador sobre la célula del hospedador. En concreto, se ha descrito que 

activan rutas de señalización vía PI3K (fosfoinositol 3-quinasa), PKC (proteína 

quinasa C) y MAPKs (proteínas quinasas activadas por mitógenos), las cuales 

eliminan al parásito mediante la generación de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) y óxido nítrico 38,42. 
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Los antimoniales pentavalentes poseen un bajo coste y requieren de dosis bajas 

para ser eficaces. Sin embargo, el uso de estos compuestos está limitado por la 

necesidad de administraciones parenterales diarias, la aparición de resistencias y 

su gran toxicidad. Los efectos adversos incluyen irritación local, náuseas, vómitos, 

anorexia, artralgia, mialgia, alteraciones cardíacas y aumento de las enzimas 

hepáticas y pancreáticas 29,40,43. 

Los antimoniales pentavalentes (SbV) sólo son activos, tras ser reducidos a su 

forma trivalente (SbIII). Los SbV pueden ser reducidos por la célula hospedadora, 

y el SbIII formado es transportado al parásito por la Aquoporina 1 (AQP1), o pueden 

entrar directamente en el amastigote y ser convertidos a SbIII en su interior. 

Finalmente, el SbIII, tras ser conjugado con el tripanotión, es secuestrado en el 

interior de una vesícula intracelular por MRPA (Multidrug resistance associated 

protein A) o expulsado fuera del parásito 29,35,36,38,41,43. 

Figura 9. Mecanismos moleculares de la resistencia a antimoniales pentavalentes en cepas 
aisladas de Leishmania spp. La figura muestra un amastigote en el interior de un macrófago. 
Explica los métodos de entrada de los antimoniales y los mecanismos intracelulares empleados por 
el parásito para expresar el fenotipo resistente. AQP1 (aquaporina 1), MRPA (multidrug resistance 
associated protein A), SbV (antimonial pentavalente), SbIII (antimonial trivalente), Try (Tripanotión). 
Imagen creada con BioRender.com. 
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Después de la aparición de graves resistencias en Bihar y Nepal, los antimoniales 

pentavalentes dejaron de ser el fármaco de elección en la India. Las cepas de L. 

donovani, aisladas de pacientes en ambas áreas, poseen diferentes mecanismos 

de resistencia (Figura 9). El primer mecanismo de resistencia observado consiste 

en inactivar el gen de la AQP1, reduciendo así la entrada de fármaco activo (SbIII) 

en el parásito. El segundo mecanismo se basa en sobreexpresar la proteína MRPA, 

inactivando así la mayor parte del fármaco localizado en el parásito (Figura 9). 

Habitualmente, las cepas resistentes que sobreexpresan MRPA también 

sobreexpresan la enzima Triparredoxina peroxidasa (TryP). La TryP favorece la 

conjugación del SbIII, ya que aumenta los niveles de tripanotión reducido en el 

parásito 35,38,40,41,43. 

Finalmente, en cepas resistentes de laboratorio se han descrito otros mecanismos 

de resistencia como la sobreexpresión de los transportadores encargados de 

expulsar al SbIII fuera de la célula y la incapacidad de reducir el SbV a su forma 

activa 39-41. 

Anfotericina B 

La anfotericina B se ha utilizado como antifúngico durante los últimos 70 años y 

como leishmanicida desde la década de los sesenta (Figura 10). Es el fármaco de 

elección en la India tras la pérdida de eficacia de los antimoniales pentavalentes 
29,35,43. 

La anfotericina B provoca la muerte del parásito al unirse al ergosterol de su 

membrana y formar poros en ella (Figura 11) 29,35,44,45. Dada su baja 

biodisponibilidad y su insolubilidad en agua, la anfotericina B se administra por vía 

intravenosa y unida a micelas de desoxicolato (Fungizone®). 

Figura 10. Estructura de la anfotericina B. Imagen tomada de la referencia 22. 
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Los pacientes tratados con anfotericina B deben ser hospitalizados por largos 

periodos de tiempo, ya que frecuentemente padecen efectos adversos graves como 

fiebre, hipocalemia, miocarditis y nefrotoxicidad 29, 31,35,37. 

Con el objetivo de disminuir estos efectos secundarios, se desarrollaron varias 

formulaciones lipídicas de anfotericina B. Sin embargo, solo la forma liposomal 

AmBisome® está actualmente aprobada por la FDA. A pesar de que al encapsular 

la anfotericina B en un liposoma se redujo significativamente su toxicidad, el uso 

del Ambiosome® está restringido a los países desarrollados debido a su elevado 

coste (25 veces superior al de la anfotericina B convencional) 29,31, 37,46,47. 

Actualmente, la OMS promueve el uso de una única dosis de Ambisome®. Este 

régimen posee claras ventajas desde el punto de vista de la salud pública, ya que 

no requiere la hospitalización del paciente ni varias administraciones. Sin embargo, 

la dosis administrada en está única inyección no difiere mucho del mínimo 

necesario para tratar la enfermedad, existiendo así el riesgo de que esta 

monoterapia, al no ser siempre curativa, seleccione parásitos resistentes al fármaco 
43. 

Figura 11. Representación esquemática del mecanismo de acción de la anfotericina B (AMB). 
Imagen creada con BioRender.com. 

Aunque el fenómeno de resistencia ha sido considerado de bajo riesgo para la 

anfotericina B, ya se han notificado casos en la India. La cepa resistente de L. 

donovani aislada del paciente había reemplazo el ergosterol de su membrana por 

colesterol exógeno 37,43. 
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Miltefosina 

La miltefosina es un análogo de la fosfatidilcolina, empleado originariamente como 

antineoplásico (Figura 12). Actualmente, es el único fármaco de vía oral aprobado 

para el tratamiento de la leishmaniasis 29,32,44. 

La miltefosina posee principalmente dos mecanismos de acción: I) inhibir la síntesis 

del ergosterol, componente esencial de la membrana del parasito e II) inhibir a la 

Citocromo C oxidasa, provocando así la despolarización de la membrana 

mitocondrial y la disminución de los niveles de ATP en el protozoo. Además, la 

miltefosina provoca la muerte de la célula hospedadora, al inhibir la vía de 

señalización Akt/PKB que promueve la supervivencia 35,43,37,48-50. 

Figura 12. Estructura de la miltefosina. Imagen tomada de la referencia 22. 

Los efectos secundarios del tratamiento con miltefosina frecuentemente son 

alteraciones gastrointestinales, como vómitos, diarrea y dolor abdominal. Además, 

puede provocar hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y teratogenicidad. Dada la larga 

vida media de la miltefosina aproximadamente una semana, y sus efectos 

teratogénicos, las mujeres en edad fértil deben tomar anticonceptivos desde el 

inicio del tratamiento hasta tres meses después de su finalización 29,31,37,38,48. 

Después de apenas una década de uso, la aparición de resistencias frente a la 

miltefosina conllevó una gran pérdida de efectividad en la India y en Nepal. 

Actualmente solo se recomienda su uso en combinación con otros fármacos en esta 

región 29,31,47,48. 

La miltefosina entra en el parásito por dos vías diferentes: es endocitada tras unirse 

a la cara externa de la membrana o bien mediante la traslocación del transportador 

de membrana LMT (Leishmania Miltefosina Trasnporter). Las resistencias 

observadas en aislados clínicos de L. donovani se deben a una reducción de la 
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entrada de miltefosina al parásito a causa de la inactivación o deleción del gen del 

LMT 35,38,39,49. 

Por último, en cepas resistentes de laboratorio se ha descrito otro mecanismo de 

resistencia a miltefosina basado en la disminución de su concentración intracelular, 

mediante la sobreexpresión de los trasportadores ABC encargados de expulsar al 

fármaco fuera del parásito 50. 

Desarrollo de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis 

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis se basa únicamente en la 

quimioterapia, ya que, pese a los numerosos intentos realizados 50-62, no existe una 

vacuna eficaz 63. Sin embargo, dada la perdida de eficacia y la elevada toxicidad de 

estos tratamientos es necesario desarrollar nuevos fármacos 29,64-66. En los últimos 

años, el desarrollo de fármacos leishmanicidas más seguros, asequibles y eficaces 

ha sufrido un gran impulso ya que, gracias a la colaboración de entidades 

supranacionales, como DNDi, centros de investigación públicos y privados e 

instituciones académicas se han iniciado los ensayos clínicos de un gran número 

de compuestos 67-72. 

Estrategias aplicadas en el desarrollo de nuevos tratamientos 

En el desarrollo de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis, se han seguido 

principalmente cuatro estrategias: I) descubrimiento de fármacos de novo, II) 

reposicionamiento de fármacos, III) combinación de dos o más fármacos y IV) 

nanoencapsulación de fármacos. 

Descubrimiento de fármacos de novo 

El descubrimiento de fármacos de novo consiste en cribar nuevos compuestos de 

síntesis química y/o de origen natural e identificar aquellos con actividad 

antiparasitaria 73. 

Reposicionamiento de fármacos 

El reposicionamiento de fármacos consiste en encontrarle un nuevo uso a un 

fármaco aprobado frente a otra enfermedad. Esta estrategia permite reducir el 

tiempo y el coste necesarios para la comercialización del fármaco, ya que el 

desarrollo preclínico y clínico puede basarse en los datos farmacocinéticos y de 

seguridad ya conocidos (Figura 13) 74,75. 
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Dado el elevado coste (~ 800 millones de dólares) y tiempo (entre 10-17 años) 

necesarios para la comercialización de un nuevo fármaco junto con la baja 

probabilidad de éxito (≤ 10%), la estrategia del reposicionamiento de fármacos es 

especialmente atractiva para enfermedades, como la leishmaniasis, en la que los 

ingresos salariales del paciente medio no supera los 2 dólares al día 76 y el 

desarrollo urgente de un nuevo fármaco rentable, simplemente, no es una 

operación económicamente viable para las grandes compañías farmacéuticas. De 

hecho, dos de los principales tratamientos contra la leishmaniasis, la anfotericina B 

y la miltefosina, provienen del reposicionamiento de fármacos 29,65,73,77-79. 

Figura 13. Comparación entre las rutas de descubrimiento de fármacos de novo y de 

reposicionamiento. Imagen tomada de la referencia 75. 

Terapia combinada 

La terapia combinada consiste en utilizar simultáneamente dos o más fármacos, 

con mecanismos de acción distintos, que posean efectos sinérgicos o aditivos. Al 

combinar ambos compuestos, administramos una dosis más baja de cada uno de 

ellos, reduciendo sus efectos secundarios y el riesgo de seleccionar parásitos 

resistentes 29,64,77,80. Actualmente, se esta aplicando en África como primera línea 

de tratamiento frente a la LV la combinación de antimoniales pentavalentes + 

paramomicina, sin embargo, la administración es muy dolorosa y requiere la 
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hospitalización del paciente. Por ello en los últimos años, se han testado 

combinaciones que eviten el uso de la paramomicina. A saber, una única dosis de 

Ambiosome® combinada con 10 días consecutivos de miltefosina o con 10 días 

consecutivos de estibogluconato de sodio. Sin embargo, en los ensayos clínicos en 

fase II, ninguna de estás combinaciones mejoró los resultados del tratamiento de 

elección 81. 

Nanoencapsulación de fármacos 

La nanoencapsulación se basa en usar una nanopartícula como vehículo para un 

fármaco. Aunque se han empleado varios tipos de nanopartículas en el tratamiento 

de la leishmaniasis (nanoemulsiones, nanopartículas metálicas, niosomas etc), las 

más utilizadas son los liposomas y las nanopartículas poliméricas 82-93. 

Los liposomas son vesículas cuya membrana está formada por una bicapa de 

fosfolípidos. Mientras que los fármacos hidrofílicos son encapsulados en el núcleo, 

los fármacos hidrofóbicos se localizan entre las dos capas de su membrana (Figura 

14). Finalmente, los liposomas liberan los compuestos al ser internalizados y 

degradados por la célula o tras la fusión de las membranas liposomal y celular 82,94-

97. 

Las nanopartículas poliméricas son estructuras lineales o ramificadas compuestas 

generalmente por poli(etilenglicol) (PEG), poli(láctico-co-glicólico) (PLGA), 

polisacáridos (como el quitosano y el alginato) y polímeros proteicos (como la 

albúmina) (Figura 14). El fármaco puede estar conjugado covalentemente a la 

nanopartícula, formando un profármaco macromolecular, o encapsulado no 

covalentemente en su interior. La liberación del profármaco está desencadenada 

por la rotura del enlace que une el fármaco con la nanopartícula. Sin embargo, la 

liberación del fármaco encapsulado requiere un cambio en la estructura del 

polímero 82,94-97. 

La nanoencapsulación de un compuesto permite: I) reducir sus efectos secundarios, 

II) mejorar su biodisponibilidad, y III) facilitar nuevas vías de administración, como 

la vía oral, al aumentar la solubilidad en agua del compuesto y protegerlo de una 

rápida degradación 82,94-97. Además, en la superficie de la nanopartícula pueden 

conjugarse receptores, ligandos o moléculas de señalización que permiten dirigir el 

fármaco a tejidos y tipos celulares específicos. En el tratamiento de la leishmaniasis, 

las nanopartículas se han recubierto con azúcares, como la manosa, la galactosa 
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y la fucosa, para favorecer su reconocimiento e internalización por los macrófagos, 

que sobreexpresan los receptores de este tipo de azúcares 96,98-107. 

Figura 14. Esquema de un liposoma y una nanopartícula polimérica. En la parte izquierda de la 
imagen, esquema de un liposoma. La bicapa de fosfolípidos rodea el núcleo acuoso del liposoma, 
permitiendo transporte de fármacos hidrofóbicos e hidrofílicos. Se muestra la estructura de un solo 
fosfolípido. En la parte derecha, esquema de una nanopartícula polimérica que puede transportar 
fármacos hidrofóbicos o hidrofílicos. Imagen creada con BioRender.com. 

Evaluación de la actividad leishmanicida in vitro 

Las fases iniciales del descubrimiento de fármacos incluyen la evaluación in vitro 

de la citotoxicidad y actividad leishmanicida de grandes librerías de compuestos. 

Actualmente, la identificación de los compuestos activos frente a Leishmania 

(´´hits´´) se lleva a cabo en cribados de alto rendimiento (HTS del inglés High-

throughput screening) frente al parásito completo (ensayos fenotípicos) o frente a 

una proteína específica (ensayos dirigidos a diana). Aunque se basan en 

paradigmas opuestos, ambos enfoques se complementan entre sí. La 

deconvolución o identificación de la diana terapéutica de compuestos 

seleccionados en ensayos fenotípicos, además de ser una ventaja para su 

desarrollo clínico (facilita su optimización, el control de las resistencias etc), puede 

ser la base para nuevos ensayos basados en diana 65,66,73,77,79,108-110. 

Ensayos dirigidos a diana 

Una diana terapéutica es una proteína que es esencial para la supervivencia del 

parásito, pero que está ausente o, al menos, es estructuralmente diferente en el 

hospedador. Sin embargo, la mayoría de los compuestos leishmanicidas 

seleccionados por inhibir o interferir con ellas, finalmente, no eran capaces de matar 

al parásito 64,77,108,110. La principal razón de esta falta de actividad es que las 
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numerosas dianas descritas hasta la fecha en Leishmania 110-124 no estan realmente 

validadas química y genéticamente 125. 

Ensayos fenotípicos 

Los ensayos basados en células, son el punto de partida en el proceso de búsqueda 

de nuevos fármacos frente a Leishmania, dada la ausencia de dianas realmente 

validadas en este parásito 73,79,80,109,125. 

Actualmente, no existe un consenso claro sobre que ensayo es el óptimo en 

términos de reproductibilidad, relevancia biológica e intensidad de trabajo 126-129. 

En un inicio, los compuestos eran testados frente a la forma extracelular del parásito 

porque, a diferencia del amastigote, que requiere una célula hospedadora, el 

promastigote es fácil y barato de cultivar a gran escala, permitiendo evaluar 

rápidamente y con un bajo coste un gran número de compuestos (Figura 15) 129-136. 

Sin embargo, dado que los amastigotes y los promastigotes son muy diferentes 

tanto morfológicamente como bioquímicamente, el uso de estos últimos conlleva el 

riesgo de identificar compuestos inactivos frente a la forma clínicamente relevante 
129, 137. Siquera-Neto et al., Zulfiqar et al. y De Muylder et al. observaron que, 

respectivamente, un 96%, 79% y 56% de los compuestos activos en el ensayo 

frente a promastigotes, eran inactivos frente a la forma intracelular (falsos positivos) 
131,138,139. 

Posteriormente, se desarrollaron cultivos de amastigotes axénicos con el objetivo 

de cribar los compuestos frente al estadio causante de la enfermedad sin el 

inconveniente de necesitar una célula hospedadora 128,140-142. Los amastigotes 

axénicos son amastigotes adaptados a crecer fuera de la célula hospedadora en 

un medio que mimetiza las condiciones de la vacuola parasitófora (Figura 15) 
128,129,140,141,143. Existen dos métodos para obtener amastigotes axénicos: I) 

desencadenar la transformación de promastigote a amastigote incrementando la 

temperatura de cultivo, y II) aislar directamente los amastigotes de un tejido 

infectado. El primer intento de cultivo de amastigotes axénicos exitoso fue en L. 

pifanoi en 1984 y, desde entonces, se han cultivado amastigotes axénicos de un 

gran número de especies 144-149. 

Aunque los amastigotes axénicos morfológicamente y bioquímicamente son 

similares a los amastigotes derivados de una lesión 143, 150, en términos de 

expresión génica son más semejantes a los promastigotes 151-153. Evidenciando que 
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las condiciones de cultivo de los amastigotes axénicos (temperatura elevada y pH 

ácido) pueden inducir la diferenciación del parásito, pero no reemplazar las 

interacciones hospedador-amastigote ni su impacto en la expresión génica e 

infectividad 152,154. 

Figura 15. Fotografía tomada en el microscopio óptico de promastigotes y amastigotes 
axénicos de la especie L. chagasi. Promastigotes (izquierda) cultivados a 26ºC y pH7,4 y 
amastigotes axénicos (derecha) cultivados a 37ºC y pH 5,5. El aumento utilizado fue 1000X. Imagen 
tomada de la referencia 145. 

A pesar de que los amastigotes axénicos surgieron como una alternativa más 

fisiológica, los porcentajes de falsos positivos obtenidos en los distintos ensayos, 

un 69% por Peña et al. y un 78% por De Rycker et al., no son significativamente 

mejores que los observados anteriormente en los ensayos de promastigotes 129,155. 

Nuhs et al. propusieron que el elevado porcentaje de falsos positivos obtenido por 

De Rycker et al. se debe a que el ensayo no sólo identificó compuestos que eliminan 

al parásito, sino que también seleccionó aquellos compuestos que ralentizan su 

crecimiento (citostáticos)129. Estos compuestos citostáticos suelen ser inactivos 

frente a los amastigotes intracelulares, ya que, a diferencia de los amastigotes 

axénicos, que crecen exponencialmente, los intracelulares apenas se dividen y 

poseen un metabolismo ralentizado 128,155,156. No obstante, está no es la principal 

causa de la falta de correlación entre ambos modelos ya que, tras optimizar el 

ensayo, el porcentaje de falsos positivos observado por Nuhs et al. continuó siendo 

elevado (51%) 129. 

La discordancia entre los resultados obtenidos en las formas libres del parásito 

(promastigotes y amastigotes axénicos) y los resultados en los amastigotes 

intracelulares, se debe tanto a las diferencias biológicas anteriores como a la 

localización del parásito en el fagolisosoma 127,129,138,156. 
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En el ensayo de promastigotes/amastigotes axénicos, el parásito está expuesto 

directamente al compuesto y, por tanto, éste solo debe atravesar su membrana 

para ejercer su acción. Sin embargo, para que una molécula sea activa frente al 

amastigote intracelular ésta debe ser capaz de alcanzarlo, atravesando dos 

membranas más (la membrana celular del macrófago y la membrana de la vacuola 

parasitófora). Asimismo, los compuestos deben soportar cambios significativos del 

pH y ser estables en el ambiente del fagolisosoma (caracterizado por un pH ácido 

y la presencia de enzimas lisosomales y de radicales libres) 129,131,138,143,155,156. Por 

último, los ensayos en las formas libres del parásito no detectan profármacos, es 

decir compuestos que para ser activos deben ser previamente metabolizados por 

la célula hospedadora, como sucede con los antimoniales pentavalentes. 131,157. 

Estas diferencias entre los distintos modelos y su efecto en la acción de los 

compuestos confirman que los amastigotes intracelulares son el modelo más 

apropiado para llevar a cabo el cribado de compuestos frente a Leishmania 137, 

139,158, 159. 

Tradicionalmente, la selección de compuestos en modelos intracelulares in vitro ha 

empleado ambas formas del parásito 128,130,131,138,155,160, siendo los amastigotes los 

que reproducen con mayor exactitud lo que sucede en el hospedador 129,161. 

Generalmente, se utilizan amastigotes aislados de tejido, sin embargo, su uso a 

gran escala es difícil de conseguir, y habitualmente se sustituyen por amastigotes 

axénicos 129. 

Independientemente de la forma del parásito empleada, es crucial eliminar los 

parásitos no internalizados durante la infección, porque pueden reinfectar a las 

células vecinas e interferir en los resultados. Lavar los parásitos extracelulares sin 

dañar a las células hospedadoras puede ser problemático 127,129,162. Tegazzini et al. 

propone añadir suero de caballo (SC) al medio de cultivo ya que observó que el SC 

elimina los parásitos extracelulares, tras pocas horas de incubación, reduciendo el 

número de lavados y el riesgo de dañar a las células 162. 

Como célula hospedadora, se han utilizado diferentes tipos de macrófagos 

primarios y líneas celulares tanto de origen murino como humano Tabla 1. 
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Tabla 1. Diferentes poblaciones de macrófagos empleadas como célula hospedadora en 
infecciones in vitro de Leishmania spp. 

Célula 
hospedadora 

Origen 
Método de 

diferenciación 
Abreviatura Referencia 

Células primarias 

Macrófagos 
peritoneales 

Murino - PEMs 160, 163,164,165 

Macrófagos 
derivados de 
médula ósea 

Murino 

Factor estimulante 
de colonias de 
macrófagos (M-

CSF) 

BMDMs 166,167,168,169 

Macrófagos 
derivados de 
monocitos de 

sangre periférica 

Humano 

Factor estimulante 
de colonias de 
macrófagos (M-

CSF) 

PBMDMs 170 

Líneas celulares 

THP-1 Humano 
Forbol 12- miristato 
13-acetato (PMA) 

- 129,131,137,138,155,162 

U937 Humano 
Forbol 12- miristato 
13-acetato (PMA) 

- 171,172 

Las células primarias imitan con más precisión lo que ocurre en el hospedador que 

las líneas celulares, pero son incompatibles con las necesidades de los cribados a 

gran escala 129,162. La actividad leishmanicida de los compuestos depende de la 

célula hospedadora utilizada en el cribado. Cada tipo celular posee un origen y nivel 

de infección diferente, que repercuten en la acción del compuesto 173,174. Por 

ejemplo, Seifert et al. observó que el estibogluconato de sodio es 56 veces más 

potente frente a L. donovani en PBMDM que en THP-1 diferenciadas 173. 

Alternativamente a las infecciones in vitro, se han llevado a cabo cribados de alto 

rendimiento en explantes de bazo y de ganglio linfático de animales infectados. El 

explante, a diferencia de las infecciones in vitro, contiene toda la variedad de células 

del órgano y las citoquinas secretadas por estas. Dado el papel clave que juega la 

respuesta inmune del hospedador tanto en la patogénesis de la leishmaniasis como 

en la eficacia de muchos de los fármacos actuales, testar los compuestos dentro 

del ambiente inmunopatológico de un hospedador infectado supone una gran 

ventaja sobre las infecciones in vitro. Además, este modelo permite: I) evaluar los 

compuestos en una infección crónica establecida durante semanas, lo cual se 

asemeja más a las infecciones humanas, y II) seleccionar compuestos que 
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interfieran con las vías metabólicas del amastigote intracelular y/o con la respuesta 

inmune promotora de la enfermedad 126,127,175. 

Los cribados frente a amastigotes intracelulares son laboriosos. Clásicamente, la 

cuantificación de la carga parasitaria se ha llevado a cabo mediante recuento 

microscópico. Tras teñir las células infectadas con el colorante Giemsa, se 

determina el número de células infectadas y el número de amastigotes por célula 

en 50-300 macrófagos (Figura 16). Está técnica es tediosa y dificulta el testado de 

varios compuestos a la vez 140,142,176-178. Por este motivo, el cribado de grandes 

librerías de compuestos mayoritariamente se ha llevado a cabo en dos pasos: un 

cribado primario en una forma libre del parásito, para reducir el tamaño de la librería, 

y un cribado secundario en amastigotes intracelulares de los compuestos activos 

en el ensayo anterior, para confirmar su actividad frente a la forma intracelular 128-

131,139,143,156,161,179. 

Figura 16. Fotografía de macrófagos infectados con Leishmania spp y teñidos con Giemsa. 
(A) Macrófagos sin tratar. (B) Macrófagos infectados y tratados con 0.02µg/mL de anfotericina B. 
Las flechas indican los macrófagos infectados. Barra: 50 µm. Imagen tomada de la referencia 178.  

Sin embargo, gracias a las nuevas tecnologías y a la incorporación de parásitos 

transgénicos, se ha incrementado el rendimiento de estos ensayos en amastigotes 

intracelulares y se ha solventado la necesidad de seguir esta estrategia en dos 

pasos. Los cribados de alto rendimiento actuales estiman el número de amastigotes 

viables mediante dos tipos de métodos: los basados en la lectura de microplacas y 

los basados en la microscopia de alto contenido (HCM) 127,129,176,177. 

Los métodos basados en la lectura de microplacas determinan indirectamente el 

número de amastigotes en todo el pocillo. Mientras que los HCM cuentan 

directamente el número de células infectadas, el número de amastigotes por célula 

y el número de macrófagos, permitiendo estos últimos discriminar entre la actividad 

derivada de matar específicamente al parásito versus la actividad debida a dañar a 
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la célula hospedadora 129,137,156. Si bien los HCM proporcionan un análisis célula a 

célula más completo, son métodos complejos únicamente llevados a cabo en 

infecciones in vitro y que requieren de un equipamiento costoso e inalcanzable para 

algunos laboratorios (Figura 17) 129,175. 

Figura 17. Métodos empleados actualmente para la cuantificación del número de amastigotes 
viables. (A) Método basado en la lectura de microplacas que emplea parásitos modificados 
genéticamente para que expresen una proteína infrarroja (iRFP). Registro de la fluorescencia 
infrarroja emitida por una placa de 384 pocillos. Imagen tomada de la referencia 175. (B) Método 
basado en la microscopia de alto contenido (HCM) que utiliza parásitos modificados genéticamente 
para que expresen una proteína fluorescente (GFP). Las células hospedadoras son identificadas 
gracias a las tinciones del núcleo (DAPI) y del citoplasma. Los parásitos fluorescentes son 
localizados mediante la proteína GFP. El resultado del análisis se muestra en el panel inferior 
derecho (citoplasma: contorno verde, amastigotes: contorno amarillo). Imagen modificada de la 
referencia 129. 

En los métodos basados en la lectura de microplacas, los parásitos han sido 

modificados genéticamente para que sinteticen proteínas fluorescentes o enzimas 

como la luciferasa o la β-lactamasa. La fluorescencia/bioluminiscencia emitida o la 

cantidad de sustrato fabricado por los parásitos transfectados es directamente 

proporcional a la viabilidad del parásito 127, 180,181. 

En los HCM, existen dos técnicas para localizar y contar a los parásitos: I) usar 

parásitos modificados genéticamente para que expresen genes reporteros o II) teñir 

el núcleo del parásito con un colorante fluorescente, como DAPI. Esta segunda 

técnica supone una gran ventaja sobre la primera ya que permite testar compuestos 

en diferentes especies, incluyendo aislados clínicos, sin la necesidad de 

modificarlos genéticamente 129,137. Además, evita las limitaciones del uso de genes 

reporteros como la posibilidad de resistencias cruzadas conferidas por la 

resistencia al antibiótico de selección o las posibles consecuencias biológicas 

provocadas por la alteración de la arquitectura génomica 181. 
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Evaluación de la actividad in vivo 

La eficacia de los compuestos identificados in vitro, con buenas propiedades 

farmacocinéticas y farmacodinámicas, debe ser verificada en modelos animales, 

antes de iniciar un ensayo clínico con humanos. Estos modelos, a diferencia de los 

ensayos in vitro, permiten determinar la actividad y la seguridad de un compuesto 

teniendo en cuenta su biodisponibilidad 65,181,182. 

El mejor modelo animal es aquel que recrea fielmente la enfermedad humana, en 

cuanto a su etiología, fisiopatología, sintomatología y respuesta a los agentes 

terapéuticos. Durante las últimas décadas, se han desarrollado muchos modelos 

experimentales, aunque ninguno de ellos reproduce con precisión la leishmaniasis 

humana. Los modelos en roedores han servido como paso previo a estudiar la 

enfermedad en otros animales como perros o primates no humanos. El ratón Balb/c 

y el hámster dorado o sirio son los modelos más utilizados en el descubrimiento de 

fármacos porque son baratos, fáciles de manejar y requieren una menor cantidad 

de compuesto, en especial el ratón Balb/c que es de menor tamaño 65,181-183. 

Los resultados obtenidos con estos modelos se ven influidos por varios parámetros 

experimentales, como la base genética, la cepa de Leishmania, la vía de 

inoculación o el lugar de la infección, la dosis del parásito y la coadministración con 

la saliva del flebótomo 65,183-186. 

Modelo animal leishmaniasis visceral 

Existe cierta controversia sobre cuál es el mejor modelo animal para ser usado en 

LV. Mientras que el modelo de hámster reproduce estrictamente la progresión de 

la leishmaniasis visceral humana, caracterizada por un incesante aumento de la 

carga parasitaria, caquexia progresiva, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hiper-

gammaglobulinemia y, finalmente, la muerte, el modelo murino deriva en una 

infección subclínica alejada de la enfermedad observada en humanos, y 

caracterizada por un control prematuro de la carga parasitaria en hígado, mediado 

por IL-12, iNOS e IFN-γ, y una baja carga parasitaria en bazo 65,181,183,185,187. 

Sin embargo, los ratones Balb/c infectados con altas dosis se han propuesto como 

un modelo adecuado de LV crónica dado que desarrollan rasgos característicos de 

la enfermedad como hepatoesplenomegalia, pérdida de células estromales gp38, 

remodelación de la zona marginal esplénica, agotamiento de las células T, 



Introducción 

 

62 

 

alteración de la migración de las células dendríticas y pérdida de centros germinales 

foliculares 65,182,189-191. 

Modelo animal leishmaniasis cutanea 

Los modelos de roedores son los más utilizados en el descubrimiento de nuevos 

fármacos frente a la LC. El amplio espectro de la LC en humanos se puede observar 

en las diferentes cepas de ratón. Tras la infección con L. major, los ratones Balb/c 

presentan úlceras en el lugar de inoculación que posteriormente visceralizan. 

Mientras que otras cepas de ratón, como C57BL/6, son relativamente resistentes a 

la infección, ya que sólo desarrollan pequeñas lesiones en el lugar de inoculación 

que al cabo de unas semanas curan 184,192. 

Actualmente, el modelo Balb/c infectado con L. major es uno de los modelos más 

extendidos en el testado de compuestos. Además de ser un modelo muy 

reproducible, la idea de utilizar ratones Balb/c, en los que la LC progresa 

rápidamente, se basa en que, si los ratones Balb/c pueden curarse de la 

enfermedad del parásito, probablemente las cepas de ratón resistentes también 
184,193,194. 

Por último, el hámster sirio se emplea como modelo para las cepas de Leishmania 

del subgénero Viannia, como L. braziliensis, dada la baja susceptibilidad de los 

ratones a su infección. En el hámster la enfermedad cronifica asemejándose a los 

casos de LC que no resuelven espontáneamente 184,195,196. 

Imagen in vivo a tiempo real 

Tradicionalmente, las cargas parasitarias en los tejidos eran cuantificadas mediante 

tres técnicas: I) recuento microscópico de amastigotes en frotis teñidos con Giemsa 

II) ensayo de dilución límite y III) amplificación del ADN del parásito por q-PCR. 

Estas técnicas conllevan mucho tiempo, son laboriosas y, a excepción de la q-PCR, 

poco sensibles. Además, la obtención de datos precisos y relevantes requiere el 

sacrificio de un gran número de animales 181,184,197. 

Sin embargo, la incorporación de la imagen in vivo a tiempo real ha permitido 

superar estas limitaciones y acelerar el desarrollo de fármacos leishmanicidas. Con 

esta técnica no invasiva se pueden: I) realizar estudios longitudinales con un 

número reducido de animales y en los que cada animal es su propio control, 

reduciendo así la variabilidad de los resultados, II) detectar la expansión del 
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parásito a un lugar anatómico inesperado, y III) localizar de forma precisa los 

parásitos, superponiendo las señales en un mapa de tejidos y órganos o utilizando 

un sistema de rayos X que algunos sistemas de imagen tienen acoplado 182,184,198-

200. 

La imagen in vivo a tiempo real se basa en el uso de parásitos transgénicos 

fluorescentes y bioluminiscentes. Los parásitos bioluminiscentes utilizados 

expresan una enzima denominada luciferasa, habitualmente aislada de Renilla spp. 

o de luciérnaga. Las luciferasas catalizan una reacción de oxidación que libera 

fotones de luz. La detección de las proteínas bioluminiscentes, a diferencia de las 

fluorescentes, requiere por tanto la administración previa del sustrato de la reacción, 

lo cual incrementa significativamente su coste (Figura 18) 175,186,197-199,201-203. 

Figura 18. Reacción catalizada por la enzima luciferasa aislada de luciérnaga. En la parte 
izquierda, un ejemplar de la luciérnaga Amydetes viviannii emitiendo bioluminiscencia. Imagen 
tomada de la referencia 203. En la parte derecha de la imagen, esquema d e la reacción química: 
la luciferasa de luciérnaga oxida la D-Luciferina en oxiluciferina y libera un fotón de luz. Imagen 
creada con BioRender.com. 

La luz emitida por la luciferasa de luciérnaga oscila entre los 550 nm (verde lima) y 

los 620 nm (rojo). Mientras que la luciferasa de Renilla spp. está acoplada a una 

proteína fluorescente, semejante a la GFP, que desplaza la emisión del espectro 

azul (480 nm) al verde (535 nm). Los parásitos fluorescentes empleados expresan 

generalmente proteínas cuyos picos de emisión se localizan entre el espectro verde 

e infrarrojo (GFP, RFP mCherry, IFP1.4, iRFP) 175,184,187,199,201,202. 
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En los modelos de LV, donde los parásitos se localizan en tejidos profundos (hígado, 

bazo y médula ósea), sólo los modelos bioluminiscentes tienen suficiente 

sensibilidad para visualizar la infección en ratones y hámsters. Sin embargo, la 

escasa penetración de la luz de excitación de las proteínas fluorescentes y la 

autofluorescencia de los tejidos, limita el uso de la fluorescencia a los modelos de 

LC, dónde los parásitos se localizan en lugares poco profundos como la almohadilla 

plantar. Incluso el uso de proteínas fluorescentes desplazadas al rojo y rojo lejano 

que mejoran la sensibilidad, ya que la absorción y dispersión de luz por parte de los 

tejidos en esos espectros es significativamente menor que en el espectro verde, no 

es suficiente para hacer el seguimiento de la enfermedad en tejidos profundos 

(Figura 19) 175,182,184,187,198,199,201,202. 

Figura 19. Modelos animales que emplean parásitos que expresan genes reporteros. De 
izquierda a derecha: modelo de LV en Balb/c infectado con L. infantum que expresa una luciferasa 
aislada de luciérnaga. Imagen tomada de la referencia 182. Modelo de LV en hámster sirio infectado 
con L. donovani que expresa una luciferasa aislada de luciérnaga. Imagen tomada de la 
referencia187. Modelo de LC en Balb/c infectado con L. mexicana que expresa la proteína 
fluorescente mCherry. Imagen tomada de la referencia 197. 
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I. Desarrollar y validar un sistema de imagen in vivo que permita llevar a 

cabo el seguimiento en tiempo real de la infección para evaluar la 

actividad antiparasitaria de compuestos, en animales infectados con una 

cepa de L. donovani (MHOM/ET/67/HU3) modificada genéticamente para 

que exprese la proteína bioluminiscente PpyRE9h. 

II. Evaluar in vitro la actividad leishmanicida de 1769 compuestos sintéticos 

procedentes de las librerías Anti-Infection Compound (MedChemExpress) 

y Prestwick Chemical, utilizando un método de cribado de alto rendimiento 

(HTS) basado en explantes esplénicos ex vivo obtenidos de ratones 

Balb/c infectados con L. infantum modificada genéticamente para que 

exprese la proteína fluorescente iRFP. 

III. Evaluar la eficacia terapéutica in vivo de los compuestos con actividad 

leishmanicida y un índice selectivo alto identificados en el Objetivo II, y 

cuyas propiedades farmacocinéticas/farmacodinámicas esten disponibles 

en bases bibliométricas. Para ello se propone usar tanto el modelo murino 

de LV crónica desarrollado en el Objetivo I como un modelo de LC. 

IV. Caracterizar, optimizar y validar el uso de nanopartículas de poliglicerol 

decoradas con manosa (sintetizadas por el grupo del Dr. Marcelo 

Calderón de la Universidad del País Vasco (UPV)) como vehículo de 

fármacos leishmanicidas en infecciones in vitro. 
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Abstract 

The search for new drugs against neglected parasitic diseases has experienced a 
major boost in recent years with the incorporation of bioimaging techniques. Visceral 
leishmaniasis, the second more neglected disease in the world, has effective 
treatments but with several disadvantages that make the search for new therapeutic 
solutions an urgent task. Animal models of visceral leishmaniasis that resemble the 
human disease have the disadvantage of using hamsters, which are an outbred 
breeding animal too large to obtain acceptable images with current bioimaging 
methodologies. Mouse models of visceral leishmaniasis seem, however, to be more 
suitable for early (acute) stages of the disease, but not for chronic ones. In our work, 
we describe a chronic Balb/c mouse model in which the infection primarily colonizes 
the spleen and well recreates the late stages of human disease. Thanks to the 
bioluminescent image, we have been able to identify experimentally, for the first 
time, a new primary lymphoid organ of colonization, the thymus, which appears 
infected from the beginning until the late phases of the infection. 
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Abstract 

Leishmaniases are vector-borne neglected diseases caused by single-celled 
parasites. The search for new antileishmanial drugs has experienced a strong boost 
thanks to the application of bioimaging to phenotypic screenings based on 
intracellular amastigotes. Mouse splenic explants infected with fluorescent strains 
of Leishmania are proven tools of drug discovery, where hits can be easily 
transferred to preclinical in vivo models. We have developed a two-staged platform 
for antileishmanial drugs. First, we screened two commercial collections of 
repurposing drugs with a total of 1769 compounds in ex vivo mouse splenocytes 
infected with an infrared emitting Leishmania infantum strain. The most active and 
safest compounds were scaled-up to in vivo models of chronic Leishmania donovani 
visceral leishmaniasis and Leishmania major cutaneous leishmaniasis. From the 
total of 1769 compounds, 12 hits with selective indices > 35 were identified, and 4 
of them were tested in vivo in a model of L. donovani visceral leishmaniasis. 
Nifuratel, a repurposed synthetic nitrofuran, when administered orally at 50 mg/kg 
bw once or twice a day for 10 days, caused > 80% reduction in the parasitic load. 
Furthermore, the intralesional administration of nifuratel in a model of cutaneous 
leishmaniasis by L. major produced the parasitological cure. From the previous 
results we have deduced the great capacity of mouse splenic explants to identify 
new hits, a model which could be easily transferred to in vivo models, as well as the 
potential use of nifuratel as an alternative to the current treatment of cutaneous 
leishmaniasis. 
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Abstract 

Macrophages are hosts for intracellular pathogens involved in numerous diseases 
including leishmaniasis. They express surface receptors that may be exploited for 
specific drug-targeting. Recently, we developed a PEGylated dendritic polyglycerol-
based conjugate (PG–PEG) that colocalizes with intracellular parasite. We hereby 
study the effect of surface decoration with mannose units on the conjugates’ 
targeting ability toward Leishmania intracellular parasites. Murine and human 
macrophages were exposed to fluorescently labeled mannosylated PG–PEG and 
uptake was quantified by flow cytometry analysis. Nanocarriers bearing five 
mannose units showed the highest uptake, which varied between 30 and 88% in 
the population in human and murine macrophages, respectively. The uptake was 
found to be dependent on phagocytosis and pinocytosis (80%), as well as clathrin-
mediated endocytosis (79%). Confocal microscopy showed that mannosylated PG–
PEGs target acidic compartments in macrophages. In addition, when both murine 
and human macrophages were infected and treated, colocalization between 
parasites and mannosylated nanoconjugates was observed. Leishmania-infected 
bone marrow-derived macrophages (BMM) showed avidity by mannosylated PG–
PEG whereas non-infected macrophages rarely accumulated conjugates. Moreover, 
the antileishmanial activity of Amphotericin B was kept upon conjugation to 
mannosylated PG–PEG through a pH-labile linker. This study demonstrates that 
leishmania infected macrophages are selectively targeted by mannosylated 
PEGylated dendritic conjugates.  
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El reducido arsenal terapéutico en el que se basa el tratamiento de la leishmaniasis 

debe de ser reemplazado con urgencia, ya que los fármacos que actualmente lo 

conforman poseen graves limitaciones (elevada toxicidad, baja eficacia, 

administración parenteral, alto coste de producción), que dificultan la adherencia al 

tratamiento y obligan a la hospitalización del paciente 1,2. Aunque el desarrollo de 

nuevos fármacos activos frente a Leishmania spp. ha tenido un importante impulso 

en los últimos años, la baja predictibilidad de los métodos empleados en los 

cribados in vitro ha provocado que el porcentaje de compuestos descubiertos sea 

inferior al esperado. Así, por ejemplo, el cribado de una reducida librería de 

fármacos aprobados como es la libería Prestwick (aproximadamente 1000 

compuestos) frente a L. guayanensis solo identificó dos compuestos con actividad 

leishmanicida; disulfiram y antimicina A 3. El incremento del número de compuestos 

a analizar tampoco ha supuesto una mejora significativa, ya que campañas que han 

partido de 600.000 compuestos, tras llevar a cabo ensayos en promastigotes e 

infecciones in vitro, apenas seleccionaron siete nuevos compuestos con actividad 

leishmanicida. Dos de estos compuestos fueron evaluados in vivo y a pesar de su 

elevada potencia y sus buenas características farmacocíneticas no fueron eficaces 

frente a un modelo murino de LC 4.  

A raíz de estos resultados, los esfuerzos se han centrado mayoritariamente en 

identificar nuevas series químicas con actividad antiparasitaria moderada para su 

posterior optimización 5. Desafortunadamente, este enfoque conlleva una alta tasa 

de abandono y largas campañas de optimización que en la mayoría de las 

ocasiones no obtienen compuestos activos in vivo 6. Con el objetivo de acelerar el 

descubrimiento de nuevos fármacos frente a este parásito hemos desarrollado una 

estrategia alternativa basada en: I) el cribado fenotípico de compuestos en un 

sistema que utiliza explantes esplénicos de ratones infectados y II) la evaluación de 

la eficacia in vivo de los compuestos seleccionados en un modelo murino de LC y 

mediante imagen en tiempo real en un modelo murino de LV. 

Primeramente y con el fin de desarrollar un modelo animal que nos permitiera 

evaluar sencilla y rápidamente la eficacia in vivo de un compuesto frente a la LV 

crónica, desarrollamos y validamos un modelo animal basado en la infección de 

ratones Balb/c con promastigotes metacíclicos de la cepa L. donovani 

(MHOM/ET/67/HU3), modificada genéticamente para que exprese la luciferasa 

PpyRE9h 7. 

Las infecciones de ratones Balb/c aunque no son el modelo ideal para recrear la 
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LV humana dado que la mayoría de los parásitos en hígado son eliminados 

mediante una respuesta inflamatoria granulomatosa semejante a la observada en 

pacientes asintomáticos y por tanto es considerado como un modelo de LV 

subclínica, a altas dosis infectivas, en el bazo, la infección cronifica provocando 

daño tisular y alteraciones inmunológicas similares a las halladas en pacientes de 

LV 8-11. 

El uso de parásitos bioluminiscentes nos ha permitido estudiar longitudinalmente e 

individualmente la evolución de la infección sin necesidad de sacrificar animales 

reduciendo significativamente el tiempo y el número de estos. También hemos 

podido obtener una imagen completa en tiempo real de la infección, que nos ha 

permitido identificar la inesperada colonización del timo por L. donovani 7. Como 

era de esperar, dado que la corteza del timo está aislada del torrente sanguíneo 

por la barrera hematotímica 12, los amastigotes de L. donovani fueron localizados 

en la médula 7. El parásito ha podido llegar al timo de dos formas directamente 

desde la circulación (infección directa) o en el interior de células infectadas en la 

medula ósea (caballo de Troya) 13. 

Una vez desarrollado y validado el modelo animal, llevamos a cabo el cribado ex 

vivo de 1769 compuestos, procedentes de dos librerías de compuestos aprobados 

mayoritariamente por la EMA y la FDA (Anti-Infection Compound Library 

(MedChemExpress) y Prestwick Chemical Library), en explantes esplénicos de 

ratones Balb/c infectados con L. infantum 14. Como hemos comentado 

anteriormente, el bazo de un ratón Balb/c recrea la forma crónica de la LV humana, 

por lo que los explantes esplénicos murinos reproducen mucho mejor las 

condiciones observadas en una infección natural que los macrófagos primarios 

infectados in vitro. El explante, a diferencia de las infecciones in vitro, contiene el 

repertorio celular completo, incluyendo no solo a los macrófagos sino a otras células 

del sistema inmune como células dendríticas, neutrófilos, linfocitos T y B, 

fibroblastos etc. Además, dichas células están sometidas a la manipulación y 

depresión inmune que el parásito ejerce sobre el hospedador. Es decir, el modelo 

de cribado fenotípico basado en explantes esplénicos no solo es un modelo más 

próximo a la infección natural, sino que permite identificar compuestos con actividad 

frente a Leishmania spp. dentro del ambiente inmunopatológico de un hospedador 

que ha estado infectado durante semanas 15,16. La respuesta inmune del 

hospedador influye enormemente en la eficacia de los compuestos, por ejemplo, 

los antimoniales pentavalentes requieren de la participación de las células T del 

hospedador para resolver la infección. En ausencia de esta respuesta, como puede 
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suceder por ejemplo en pacientes inmunocomprometidos, los antimoniales 

pentavalentes no son capaces de eliminar al parásito 17-19. 

Nuestro sistema después de dos rondas selectivas a 10 y 1 µM respectivamente 

detectó compuestos 14 que habían pasado desapercibidos en un modelo clásico 

donde macrófagos diferenciados desde médula ósea fueron infectados con 

parásitos 3, si bien es cierto que las Leishmania spp. utilizadas en ambos estudios 

no fue coincidente. 

Gracias a que en el reposicionamiento de fármacos los perfiles farmacocinéticos 

están disponibles, fácil y rápidamente pudimos salvar la brecha entre los ensayos 

in vitro y los ensayos in vivo y seleccionar aquellos compuestos que presentaron 

un buen índice selectivo y propiedades farmacocinéticas adecuadas para su 

evaluación in vivo 20,21. Finalmente se seleccionaron y testaron 4 compuestos frente 

al modelo de LV crónica: salinomicina (SAL), docetaxel (DXT), paclitaxel (PXT) y 

nifuratel (NFT). 

La administración por vía oral de 50 mg/kg de NFT dos veces al día durante 10 días 

consiguió eliminar casi el 90% de la carga parasitaria en el bazo, el 97% en timo y 

casi un 70% en hígado en el modelo de LV. Sin embargo, la administración 

intralesional del NFT en el modelo de LC produjo la cura parasitológica, tanto en el 

sitio de la lesión como en el ganglio que la drena, apuntando a la baja 

biodisponibilidad del NFT en el hígado y en el bazo como la causa de la no 

erradicación del parásito en estos órganos 14. 

Aunque durante muchos años, los compuestos heterocíclicos, como el NFT, fueron 

excluidos de los programas de descubrimiento de fármacos por sus posibles 

efectos mutagénicos y carcinogénicos, recientemente las compañías farmacéuticas 

les han vuelto a incorporar con gran éxito 22,23. En el caso del NFT, su seguridad 

está ampliamente avalada por su uso durante más de 30 años, bajo el nombre 

comercial de Macmiror e Inimur, en el tratamiento de infecciones genitourinarias 

producidas por Trichomana vaginales y Neisseria gonorrhoeae 24,25. A diferencia de 

otros fármacos, no se han descrito fenómenos de resistencias al NFT y su 

administración a mujeres embarazadas no ha mostrado efectos teratogénicos 26-30. 

Su ya conocida trayectoria como antiprotozoario junto con sus buenos resultados 

in vitro e in vivo, sitúan al NFT como una alternativa prometedora para el tratamiento 

de la LV por vía oral y el de la LC por vía intralesional 14. 

Ante los múltiples fracasos en el desarrollo de fármacos frente a esta enfermedad, 
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otra aproximación que se ha planteado es la encapsulación de aquellos fármacos 

con baja biodisponibilidad o efectos secundarios en nanopartículas, como es el 

caso del AmBiosome®. La nanoencapsulación permite solventar estas limitaciones 

y mejorar la eficacia y seguridad in vivo 31-33.  

Existen muchos tipos de nanotransportadores, nosotros hemos elegido una 

nanopartícula de poliglicerol (PG) unido a polietilenglicol (PEG) para mejorar su 

biodisponibilidad 36. La infección por Leishmania spp. promueve la polarización de 

los macrófagos al fenotipo M2, caracterizado por la expresión en superficie de 

receptores de lectina tipo C como Dectin-1, el receptor de manosa o CD206 y 

SIGNR3 34. Además, en monocitos y macrófagos aislados de lesiones de pacientes 

con leishmaniasis dérmica post kala-azar se observó un fenotipo M2 con una mayor 

expresión de CD206 y arginasa-1 35. Por todo ello, nos planteamos si al decorar la 

superficie de la nanopartícula de PG-PEG con móleculas de manosa, esta sería 

internalizada mayoritariamente por los macrófagos infectados por Leishmania spp. 

Los resultados obtenidos en cultivos celulares de macrófagos diferenciados desde 

médula ósea indican que efectivamente la mayoría de las nanopartículas son 

endocitadas preferentemente por los macrófagos infectados mientras que los no 

infectados rara vez acumulan algún conjugado en su interior 37. Finalmente, 

también se demostró que esta nanopartícula, al igual que su predecesora 38, es 

capaz de alcanzar al amastigote en la vacuola parasitófora, donde específicamente 

se dan las condiciones necesarias (pH 4) para que el fármaco se libere y ejerza su 

acción 37. 

Además de los trabajos publicados, se ha continuado con una nueva línea de 

investigación que estudia las posibles consecuencias de la colonización del timo 

por L. donovani. 

El timo es el órgano central que recibe a los precursores hematopoyéticos 

procedentes de la médula ósea e induce tolerancia central por delección clonal 

positiva y negativa de timocitos autorreactivos, sobreviviendo solo aquellos 

capaces de reconocer células del propio individuo 13,39. 

La infección del timo por diferentes patógenos puede provocar: I) una atrofia 

prematura 13,40, II) cambios en su estructura que alteran su funcionamiento, 

provocando la liberación de células T inmaduras, como sucede en las infecciones 

causadas por Plasmodium berghei, Trypanosoma cruzi y VIH, o la liberación de 

células T autorreactivas, como ocurre en la infección por el virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV) 13, 41-44 y III) el desarrollo de células T que toleran 
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específicamente al patógeno, como se ha observado en las infecciones por 

Mycobacterium avium 13, 45. 

En primer lugar, analizamos la celularidad del timo a lo largo de cuatro semanas de 

infección. Para ello, el número total de timocitos fue determinado 

microscópicamente en las suspensiones celulares obtenidas tras homegeneizar el 

timo a través de una malla de 100 µm de tamaño de poro. Como se muestra en la 

Figura 1, no hubo un cambio significativo en el número de timocitos a lo largo de la 

fase aguda de la infección. 

Figura 1. La infección del timo por L. donovani no provoca una atrofía prematura. Número de 
timocitos en animales infectados y no infectados a diferentes tiempos post-infeccion. Cada barra 
representa la media ± SD del número. 

A continuación, estudiamos las distintas fases del proceso de maduración de los 

timocitos (Figura 2A). Para ello las células fueron marcadas con los siguientes 

anticuerpos de la compañía Miltenyi Biotec: anti-CD45-FITC (130-110-796), anti-

CD3-APC (130-122-943), anti-CD4-PerCP-Vio700 (130-118-852), anti-CD8-

Vioblue (130-111-716), anti-CD44-APC-Vio770 (130-118-695) ), anti-CD25-PE 

(130-120-766) y analizadas por citometría de flujo. Curiosamente, observamos que 

el porcentaje de timocitos DN4, pero no de DN1, DN2 o DN3, aumento en la primera 

semana de infección por L. donovani y que volvío a niveles semejantes a los 

observados en los animales no infectados desde la segunda semana post-infeccion 

hasta el último tiempo analizado (semana 4 post-infección) (Figura 2B). Esto 

sugiere una alteración muy temprana pero puntual de la diferenciación de los 

timocitos causada por la presencia de parásitos (detectados desde la primera 

semana de infección). Además, se observó un incremento de los timocitos positivos 

solo a CD8 (CD8SP) en la primera semana de infección, que al igual que el 

porcentaje de DN4, volvió a niveles semejantes a los de los animales no infectados 

en las siguientes semanas (Figura 2B). Este incremento posiblemente se 

corresponde con un intento fallido por parte del hospedador de eliminar al parásito, 
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ya que, a diferencia de lo que sucede en las infecciones por Salmonella 46, la 

infección por Leishmania spp. cronifica en el timo y solo se observó una ligera 

bajada no significativa de la carga parasitaria en la tercera semana postinfección 7. 

Por el contrario, los timocitos positivos solo a CD4 (CD4SP) no sufrieron ningún 

cambio significativo a lo largo de las cuatro primeras semanas de infección (Figura 

2B). 

En resumen, estos resultados muestran que la infección por L. donovani, no causa 

una atrofia prematura del timo ni altera el proceso de diferenciación de los timocitos, 

al igual que sucede en las infecciones por M. tuberculosis y M. avium 13,45. 

Figura 2. La infección del timo por L. donovani no altera el proceso de diferenciación de los 
timocitos. (A) Esquema de los distintos marcadores de superficie expresados en las diferentes 
fases de la maduración de los timocitos. Imagen creada con BioRender.com. (B) Porcentaje de las 
principales poblaciones de timocitos (basados en la expresión de CD4, CD8, CD25 y CD44) en 
animales infectados y no infectados a diferentes tiempos post-infeccion Cada barra representa la 
media ± SD del número. (** P < 0.01; *** P < 0.001). Los timocitos se marcaron con anticuerpos 
específicos frente a CD45 (130-110-796), CD3(130-122-943), CD4(130-118-852), CD8(130-111-
716), CD44(130-118-695) y CD25(130-120-766) de la compañía Miltenyi Biotec. La adquisición de 
células fue llevada acabo en el citómetro de flujo Cytek® Aurora. Los datos se analizaron con el 
software SpectroFlo®.  
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I. El sistema de imagen in vivo basado en bioluminiscencia es un método 

sensible y reproducible que permite evaluar longitudinalmente, en tiempo 

real y sin necesidad de sacrificar a los animales, la fase aguda y crónica de 

la infección causada por L. donovani. La bioluminiscencia in vivo detectada 

en las regiones de interés se correlacionó con la carga parasitaria 

cuantificada por qPCR, lo que permite acelerar el descubrimiento de 

fármacos leishmanicidas. El seguimiento mediante imagen in vivo ha 

permitido la identificación de un nuevo órgano diana en las infecciones por 

L. donovani; el timo. 

II. El uso de ensayos ex vivo basados en explantes esplénicos de ratones 

Balb/c infectados permitió identificar en la librería Prestwick nuevos 

compuestos activos (“hits”) frente a Leishmania spp. que no se dectaron en 

ensayos clásicos utilizando infecciones intracelulares en macrófagos 

derivados de médula ósea. 

III. La administración oral del nifuratel, en un modelo de leishmaniaosis visceral 

causada por L. donovani, causó una reducción de >80% en la carga 

parasitaria. Por otro lado, la administración intralesional del nifuratel, en un 

modelo de leishmaniaosis cutánea causada por L. major, produjo la cura 

parasitológica. 

IV. El uso de nanopartículas de poliglicerol decoradas en superficie con PEG y 

grupos de manosa, permitió la liberación del fármaco cargado en el 

fagolisosoma de macrófagos murinos y humanos infectados con L. infantum, 

mostrando una mayor entrada en las células infectadas respecto a las no 

infectadas. 
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Bioluminescent Imaging Identifies Thymus, As Overlooked
Colonized Organ, in a Chronic Model of Leishmania donovani Mouse
Visceral Leishmaniasis
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ABSTRACT: The search for new drugs against neglected parasitic
diseases has experienced a major boost in recent years with the
incorporation of bioimaging techniques. Visceral leishmaniasis, the
second more neglected disease in the world, has effective treatments
but with several disadvantages that make the search for new
therapeutic solutions an urgent task. Animal models of visceral
leishmaniasis that resemble the human disease have the disadvant-
age of using hamsters, which are an outbred breeding animal too
large to obtain acceptable images with current bioimaging
methodologies. Mouse models of visceral leishmaniasis seem,
however, to be more suitable for early (acute) stages of the disease, but not for chronic ones. In our work, we describe a
chronic Balb/c mouse model in which the infection primarily colonizes the spleen and well recreates the late stages of human
disease. Thanks to the bioluminescent image, we have been able to identify experimentally, for the first time, a new primary
lymphoid organ of colonization, the thymus, which appears infected from the beginning until the late phases of the infection.

KEYWORDS: Leishmania donovani, drug discovery, in vivo imaging, thymus

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic neglected disease
produced by single-celled parasites of the genus

Leishmania (Leishmania infantum and Leishmania donovani)
and transmitted by Phlebotomus and Lutzomya sandflies.1 L.
donovani is mainly transmitted from human to human, unlike
L. infantum, whose transmission is mostly zoonotic. Although
VL is a disease that has been known for centuries and has high
mortality (according to WHO, the incidence is more than
30 000 fatalities per year in the absence of treatment (https://
www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1)), no ef-
fective vaccine for humans is yet available. In addition, the
existing drugs are unsafe, ineffective in certain geographical
areas due to the emergence of resistance, and mostly depend
on parenteral administration, which reduces patient adherence
to long periods of treatment.2,3

The high prevalence of these diseases in endemic regions of
the planet, the suffering caused by the disease, not only from a
health perspective but also from an economic point of view,
and the lack of general interest in the so-called neglected
diseases make research into safer and more effective
therapeutic alternatives by all public and private stakeholders
more necessary than ever in order to eradicate them in the
shortest time possible.2

The research of new drugs against VL has had an important
boost in recent years thanks to the effort done by supranational
entities such as DNDi along with academic institutions and

public and private research centers, which have developed
campaigns for its rapid eradication from a multidisciplinary
perspective. This includes, from massive screening of new or
repurposed molecules in systems with greater translatability, to
preclinical in vivo models that have incorporated new
candidates to the initial clinical phases in a short period of
time.4−6

The incorporation of modified transgenic parasites that emit
light or fluorescence in the presence of specific substrates along
with the development of bioimaging detection equipment have
been a great step forward in the progress of preclinical models
of VL in experimental animals.7−10 The development of
Leishmania strains stably transfected with the gene encoding
firefly luciferase that, in the presence of luciferin, emit light
from internal organs allows real-time analysis of the course of
an infection and its treatment without the need to sacrifice
animals.11,12 Moreover, due to in vivo imaging being a friendly,
nonlethal procedure, which could be performed repetitively,
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Ex Vivo Phenotypic Screening of Two Small Repurposing Drug
Collections Identifies Nifuratel as a Potential New Treatment against
Visceral and Cutaneous Leishmaniasis
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ACCESS Metrics & More Article Recommendations *sı Supporting Information

ABSTRACT: Leishmaniases are vector-borne neglected diseases caused by
single-celled parasites. The search for new antileishmanial drugs has experienced
a strong boost thanks to the application of bioimaging to phenotypic screenings
based on intracellular amastigotes. Mouse splenic explants infected with
fluorescent strains of Leishmania are proven tools of drug discovery, where
hits can be easily transferred to preclinical in vivo models. We have developed a
two-staged platform for antileishmanial drugs. First, we screened two commercial
collections of repurposing drugs with a total of 1769 compounds in ex vivo
mouse splenocytes infected with an infrared emitting Leishmania infantum strain.
The most active and safest compounds were scaled-up to in vivo models of chronic Leishmania donovani visceral leishmaniasis and
Leishmania major cutaneous leishmaniasis. From the total of 1769 compounds, 12 hits with selective indices >35 were identified, and
4 of them were tested in vivo in a model of L. donovani visceral leishmaniasis. Nifuratel, a repurposed synthetic nitrofuran, when
administered orally at 50 mg/kg bw once or twice a day for 10 days, caused >80% reduction in the parasitic load. Furthermore, the
intralesional administration of nifuratel in a model of cutaneous leishmaniasis by L. major produced the parasitological cure. From
the previous results we have deduced the great capacity of mouse splenic explants to identify new hits, a model which could be easily
transferred to in vivo models, as well as the potential use of nifuratel as an alternative to the current treatment of cutaneous
leishmaniasis.

KEYWORDS: leishmaniasis, drug discovery, ex vivo explants, in vivo imaging, drug repurposing, nifuratel

Leishmaniases are a group of diseases caused by single-
celled parasites of the genus Leishmania and transmitted

by Phlebotomus and Lutzomya sandflies. Cutaneous leishma-
niasis (CL), caused by L. major, is characterized by ulcerations
and papules around the insect feeding site. These lesions could
heal spontaneously, leaving permanent scars, or become
chronic in severe cases. Although CL is not life-threatening,
it can lead to stigmatization and social exclusion. L. donovani
and L. infantum visceral leishmaniasis (VL) is characterized by
fever, weight loss, and hepatosplenomegaly. VL is fatal without
treatment, causing between 20 000 to 50 000 deaths per
year.1−3 Nowadays, there is no effective vaccine against any
form of leishmaniasis, and therefore, treatment is just based on
chemotherapy.1

Drug repurposing is a well-established drug discovery
strategy aimed at identifying new biological functions of
approved medicines. Some of the strengths of this strategy lie
in the following: (i) pharmacokinetic (PK) data are available
for some species; (ii) the time frame for drug development can
be reduced because most preclinical testing, safety assessment,
and, in some cases, formulation development have already
been completed; (iii) less investment is needed, although this
will vary greatly depending on the stage and process of

development of the repurposing candidate. For all these
advantages, drug repurposing is a suitable approach for
neglected tropical diseases, where new treatments are urgently
needed. We should not overlook the fact that this strategy has
been successfully applied in the past against leishmaniasis. In
fact, 62.5% of current antileishmanial drugs such as
amphotericin B, miltefosine, and pentamidine were initially
used as antifungal, anticancer, and antimicrobial agents,
respectively.4,5

Undoubtedly, drug development against leishmaniasis is
currently experiencing a golden age given that the pipeline of
compounds to enter phase I has more candidates than
ever.6−10 However, the hit rate during mass screening
campaigns is not as high as expected due to the low degree
of predictability of the methods used.11 Drug screening
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Abstract: Macrophages are hosts for intracellular pathogens involved in numerous diseases including
leishmaniasis. They express surface receptors that may be exploited for specific drug-targeting.
Recently, we developed a PEGylated dendritic polyglycerol-based conjugate (PG–PEG) that colocalizes
with intracellular parasite. We hereby study the effect of surface decoration with mannose units on
the conjugates’ targeting ability toward leishmania intracellular parasites. Murine and human
macrophages were exposed to fluorescently labeled mannosylated PG–PEG and uptake was
quantified by flow cytometry analysis. Nanocarriers bearing five mannose units showed the highest
uptake, which varied between 30 and 88% in the population in human and murine macrophages,
respectively. The uptake was found to be dependent on phagocytosis and pinocytosis (80%), as well
as clathrin-mediated endocytosis (79%). Confocal microscopy showed that mannosylated PG–PEGs
target acidic compartments in macrophages. In addition, when both murine and human macrophages
were infected and treated, colocalization between parasites and mannosylated nanoconjugates was
observed. Leishmania-infected bone marrow-derived macrophages (BMM) showed avidity by
mannosylated PG–PEG whereas non-infected macrophages rarely accumulated conjugates. Moreover,
the antileishmanial activity of Amphotericin B was kept upon conjugation to mannosylated PG–PEG
through a pH-labile linker. This study demonstrates that leishmania infected macrophages are
selectively targeted by mannosylated PEGylated dendritic conjugates.

Keywords: nanocarriers; polyglycerol; amphotericin B; mannosylated surface decoration;
macrophage residing Leishmania infantum

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex of neglected diseases transmitted by the bite of blood-sucking sandflies
infected with parasites of the genus Leishmania [1]. Among the different species of Leishmania, L.
donovani and L. infantum in the Old World and L. chagasi (infantum) in the New World are responsible
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Entidad de titulación: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Fecha de titulación: 20/07/2016

2 Titulación universitaria: Titulado Superior
Nombre del título: Graduado o Graduada en Biología
Entidad de titulación: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Fecha de titulación: 20/07/2015

Doctorados

Programa de doctorado: Programa Oficial de Doctorado en Biomedicina y Ciencias de la Salud
Entidad de titulación: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad

Actividad docente

Formación académica impartida

1 Nombre de la asignatura/curso: Bioética y Legislación sanitaria
Titulación universitaria: Grado en Enfermería
Fecha de inicio: 2018 Fecha de finalización: 2021
Entidad de realización: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Facultad, instituto, centro: Facultad de Ciencias de la Salud

2 Nombre de la asignatura/curso: Toxicología
Titulación universitaria: Grado en Enfermería
Fecha de inicio: 2018 Fecha de finalización: 2021
Entidad de realización: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Facultad, instituto, centro: Facultad de Ciencias de la Salud

3 Nombre de la asignatura/curso: Toxicología y Veterinaria Legal
Titulación universitaria: Grado en Veterinaria
Fecha de inicio: 2017 Fecha de finalización: 2021
Entidad de realización: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
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Facultad, instituto, centro: Facultad de Veterinaria

Dirección de tesis doctorales y/o proyectos fin de carrera

Título del trabajo: Empleo de miméticos de BH3 para revertir la señal antiapoptótica del parásito Leishmania en
sus células hospedadoras. Use of BH3 mimetics to reverse the anti- apoptotic signals of the Leishmania parasite in
its host cells.
Entidad de realización: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Alumno/a: Nerea García Fernández
Fecha de defensa: 20/07/2021

Experiencia científica y tecnológica

Actividad científica o tecnológica

Proyectos de I+D+i financiados en convocatorias competitivas de Administraciones o
entidades públicas y privadas

Nombre del proyecto: Valoración de la citotoxicidad y respuesta inmune in vitro de antígenos vacunales
Entidad de realización: Universidad de León Tipo de entidad: Universidad
Ciudad entidad realización: León, Castilla y León, España
Nombres investigadores principales (IP, Co-IP,...): Rafael Balaña Fouce; Rosa Mª Reguera Torres; Mª
Yolanda Pérez Pertejo; Bárbara Domínguez Asenjo
Nº de investigadores/as: 4
Fecha de inicio-fin: 15/03/2020 - 14/08/2020

Actividades científicas y tecnológicas

Producción científica

Publicaciones, documentos científicos y técnicos

1 Reguera R.; Escudero-Martínez J.; Domínguez-Asenjo B.; Gutiérrez-Corbo C.; Balaña-Fouce R.. Chapter 17: DNA
Topoisomerases as Promising Targets for Leishmania Chemotherapy. RSC Drug Discovery Series. 2018-January,
pp. 348 - 370. 2018. ISSN 20413203
DOI: 10.1039/9781788010177-00348
Tipo de producción: Capítulo de libro Tipo de soporte: Libro

2 Dominguez-Asenjo, Barbara; Gutierrez-Corbo, Camino; Perez-Pertejo, Yolanda; Iborra, Salvador; Balana-Fouce,
Rafael; Reguera, Rosa M.. Bioluminescent Imaging Identifies Thymus, As Overlooked Colonized Organ, in a
Chronic Model of Leishmania donovani Mouse Visceral Leishmaniasis. ACS INFECTIOUS DISEASES. 7, 2021.
ISSN 2373-8227
DOI: 10.1021/acsinfecdis.0c00864
PMID: 33739807
Fuente de citas: WOS Citas: 1
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3 Dominguez-Asenjo, Barbara; Gutierrez-Corbo, Camino; Alvarez-Bardon, Maria; Perez-Pertejo, Yolanda;
Balana-Fouce, Rafael; Reguera, Rosa M.. Ex Vivo Phenotypic Screening of Two Small Repurposing Drug
Collections Identifies Nifuratel as a Potential New Treatment against Visceral and Cutaneous Leishmaniasis. ACS
INFECTIOUS DISEASES. 7, 2021. ISSN 2373-8227
DOI: 10.1021/acsinfecdis.1c00139
PMID: 34114790

4 Gutierrez-Corbo, Camino; Dominguez-Asenjo, Barbara; Martinez-Valladares, Maria; Perez-Pertejo, Yolanda;
Garcia-Estrada, Carlos; Balana-Fouce, Rafael; Reguera, Rosa M.. Reproduction in Trypanosomatids: Past and
Present. BIOLOGY-BASEL. 10, 2021.
DOI: 10.3390/biology10060471
PMID: 34071741

5 Franch, Oskar; Gutierrez-Corbo, Camino; Dominguez-Asenjo, Barbara; Boesen, Thomas; Jensen, Pia Bomholt;
Nejsum, Lene N.; Keller, Josephine Geertsen; Nielsen, Simon Pagaard; Singh, Prakruti R.; Jha, Rajiv Kumar;
Nagaraja, Valakunja; Balana-Fouce, Rafael; Ho, Yi-Ping; Reguera, Rosa Maria; Knudsen, Birgitta Ruth. DNA
flowerstructure co-localizes with human pathogens in infected macrophages. NUCLEIC ACIDS RESEARCH. 48,
2020. ISSN 0305-1048
DOI: 10.1093/nar/gkaa341
PMID: 32402089

6 Vossen, Laura, I; Dominguez-Asenjo, Barbara; Gutierrez-Corbo, Camino; Yolanda Perez-Pertejo, M.;
Balana-Fouce, Rafael; Maria Reguera, Rosa; Calderon, Marcelo. Mannose-Decorated Dendritic Polyglycerol
Nanocarriers Drive Antiparasitic Drugs To Leishmania infantum-Infected Macrophages. PHARMACEUTICS. 12,
2020.
DOI: 10.3390/pharmaceutics12100915
PMID: 32987800
Fuente de citas: WOS Citas: 2

7 Reguera, Rosa M.; Alvarez-Velilla, Raquel; Dominguez-Asenjo, Barbara; Gutierrez-Corbo, Camino; Balana-Fouce,
Rafael; Cushman, Mark; Perez-Pertejo, Yolanda. Antiparasitic effect of synthetic aromathecins on Leishmania
infantum. BMC VETERINARY RESEARCH. 15, 2019.
DOI: 10.1186/s12917-019-2153-9
PMID: 31706354
Fuente de citas: WOS Citas: 2

8 Reguera, Rosa M.; Perez-Pertejo, Yolanda; Gutierrez-Corbo, Camino; Dominguez-Asenjo, Barbara; Ordonez,
Cesar; Garcia-Estrada, Carlos; Martinez-Valladares, Maria; Balana-Fouce, Rafael. Current and promising novel
drug candidates against visceral leishmaniasis. PURE AND APPLIED CHEMISTRY. 91, 2019. ISSN 0033-4545
DOI: 10.1515/pac-2018-1102
Fuente de citas: WOS Citas: 8

9 Balana-Fouce, Rafael; Perez Pertejo, M. Yolanda; Dominguez-Asenjo, Barbara; Gutierrez-Corbo, Camino;
Reguera, Rosa M.. Walking a tightrope: drug discovery in visceral leishmaniasis. DRUG DISCOVERY TODAY. 24,
2019. ISSN 1359-6446
DOI: 10.1016/j.drudis.2019.03.007
PMID: 30876846
Fuente de citas: WOS Citas: 19
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10 Gutierrez-Corbo, Camino; Dominguez-Asenjo, Barbara; Vossen, Laura I.; Perez-Pertejo, Yolanda;
Munoz-Fenandez, Maria A.; Balana-Fouce, Rafael; Calderon, Marcelo; Reguera, Rosa M.. PEGylated Dendritic
Polyglycerol Conjugate Delivers Doxorubicin to the Parasitophorous Vacuole in Leishmania infantum Infections.
MACROMOLECULAR BIOSCIENCE. 17, 2017. ISSN 1616-5187
DOI: 10.1002/mabi.201700098
PMID: 28683183
Fuente de citas: WOS Citas: 7

Trabajos presentados en congresos nacionales o internacionales

1 Título del trabajo: Bioluminescent model to discover drugs against chronic infections of Leishmania
donovani (Póster)
Nombre del congreso: Trypanosomatid Parasites meeting VI: from the lab to the field
Ciudad de celebración: Paris, Francia
Fecha de celebración: 28/10/2019
Fecha de finalización: 29/10/2019
Entidad organizadora: Instituto Pasteur Tipo de entidad: Fundación
Ciudad entidad organizadora: Paris, Francia
Bárbara Domínguez Asenjo; Camino Gutiérrez Corbo; Rubén Carbajo Andrés; Yolanda Pérez Pertejo;
Rafael Balaña Fouce; Rosa Mª Reguera.

2 Título del trabajo: Mannosylated Polyglycerol Nanoparticle as delivery system in macrophages infected
with Leishmania infantum (Póster)
Nombre del congreso: Trypanosomatid parasites from the lab to the field VI
Ciudad de celebración: Paris, Francia
Fecha de celebración: 28/10/2019
Fecha de finalización: 29/10/2019
Entidad organizadora: Instituto Pasteur Tipo de entidad: Fundación
Ciudad entidad organizadora: Paris, Francia
Camino Gutiérrez Corbo; Bárbara Domínguez Asenjo; Laura Vossen; Rafael Balaña Fouce; Marcelo
Calderón; Mª Angeles Muñoz Fernández; Rosa Mª Reguera.

3 Título del trabajo: Uso de la bioimagen en el reposicionamiento de fármacos para enfermedades
desatendidas (Póster)
Nombre del congreso: XXIII Congreso español de Toxicología y VII Iberoamericano
Ciudad de celebración: Sevilla, Andalucía, España
Fecha de celebración: 26/06/2019
Fecha de finalización: 28/06/2019
Entidad organizadora: ASOCIACION ESPAÑOLA DE TOXICOLOGIA
Ciudad entidad organizadora: Sevilla, Andalucía, España
Bárbara Domínguez Asenjo; María Álvarez Bardón; Camino Gutiérrez Corbo; Rubén Carbajo Andrés; Rosa
Mª Reguera; Rafael Balaña Fouce.

4 Título del trabajo: Plataformas fenotípicas de cribado masivo de compuestos mediante técnicas de
bioimagen (Póster)
Nombre del congreso: XXII Congreso Español de Toxicología y VI Iberoamericano
Ciudad de celebración: Valencia, Comunidad Valenciana, España
Fecha de celebración: 28/06/2017
Fecha de finalización: 30/06/2017
Entidad organizadora: Asociación Española de
Toxicología

Tipo de entidad: Asociaciones y Agrupaciones
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Ciudad entidad organizadora: Sevilla, Andalucía, España
Rafael Balaña Fouce; Camino Gutiérrez Corbo; Bárbara Domínguez Asenjo; Yolanda Pérez Pertejo; Rosa
M Reguera.

5 Título del trabajo: Phosphorylation of H2A as double-strand DNA damage biomarker in Leishmania
infantum treated with topoisomerase poisons (Póster)
Nombre del congreso: Worldleish 6th World Congress on Leishmaniasis
Ciudad de celebración: Toledo, Castilla-La Mancha, España
Fecha de celebración: 16/05/2017
Fecha de finalización: 20/05/2017
Entidad organizadora: Instituto de Salud Carlos III Tipo de entidad: Organismo Público de

Investigación
Ciudad entidad organizadora: Madrid, Comunidad de Madrid, España
Camino Gutiérrez Corbo; Bárbara Domínguez Asenjo; Rafael Balaña Fouce; Mª Angeles Muñoz Fernández;
Yolanda Pérez Pertejo; Rosa Mª Reguera.

6 Título del trabajo: Polyglycerol-doxorrubicin conjugate uptake in primary spleen culture macrophages
infected with L. infantum (Poster)
Nombre del congreso: Worldleish 6th World Congress on Leishmaniasis
Ciudad de celebración: Toledo, Castilla-La Mancha, España
Fecha de celebración: 16/05/2017
Fecha de finalización: 20/05/2017
Entidad organizadora: Instituto de Salud Carlos III Tipo de entidad: Organismo Público de

Investigación
Ciudad entidad organizadora: Madrid, Comunidad de Madrid, España
Bárbara Domínguez Asenjo; Camino Gutiérrez Corbo; Rafael Balaña Fouce; Mª Angeles Muñoz Fernández;
Marcelo Calderón; Rosa Mª Reguera.

7 Título del trabajo: Caracterización funcional del gen que codifica la S-adenosil-L-metionina sintetasa de
Penicillium chrysogenum (Comunicación)
Nombre del congreso: Congreso de Microbiología Industrial y Biotecnología Microbiana León 2016
Ciudad de celebración: León, Castilla y León, España
Fecha de celebración: 12/09/2016
Fecha de finalización: 14/09/2016
Entidad organizadora: FGULEM, Universidad de
León

Tipo de entidad: Universidad

Ciudad entidad organizadora: León, Castilla y León, España
Carlos García Estrada; Rebeca Domínguez Santos; Cristina Rodriguez Torres; Bárbara Domínguez Asenjo;
Camino Gutiérrez Corbo; Yolanda Peréz Pertejo; Katarina Kosalková; Rafael Balaña Fouce.
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Otros méritos

Acreditaciones/reconocimientos obtenidos

Descripción: Acreditación para realizar funciones A, B y C en experimentación animal con las especies:
roedores, lagomorfos, rumiantes, equinos y porcinos
Entidad acreditante: Junta de Castilla y León Tipo de entidad: Institución Pública
Ciudad entidad acreditante: Valladolid, Castilla y León, España
Fecha del reconocimiento: 10/12/2019
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